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1.     Zielsetzung der Arbeit  
In den letzten Jahrzehnten ist eine steigende Morbiditätsrate bei degenerativen 
Gelenkerkrankungen zu verzeichnen, die hauptsächlich auf folgende Parameter 
zurückzuführen ist: längere Lebenszeit, ungesunde Ernährung, mangelnde Bewegung 
oder ausgeprägter Leistungssport. Da Knorpelgewebe nicht in der Lage ist, sich zu 
regenerieren, steigt die Anzahl an Hüft-Endoprothesen-Erstimplantationen (im Jahre 
2007 auf 152.338 in Deutschland; BQS-Bundesauswertung 2007; Bundesgeschäftsstelle 
Qualitätssicherung GGMBH). 
Durch eine Knorpeldegeneration wird die Lebensqualität der Betroffenen stark 
beeinträchtigt. Deshalb werden sowohl die Vorbeugung als auch die Behandlung von 
Gelenkerkrankungen intensiv erforscht. Zu diesem Zweck setzen sich Wissenschaftler 
einerseits mit der Entwicklung, dem Aufbau, der Biomechanik, der Physiologie und der 
Pathophysiologie des Gelenkknorpels, andererseits mit der Pathogenese von 
degenerativen Gelenkerkrankungen auseinander. 
Die gewonnenen Erkenntnisse werden in der regenerativen Medizin umgesetzt, um 
implantierbare knorpelähnliche Geweberegenerate in vitro herzustellen. Mit der 
Deckung eines Knorpeldefektes durch ein Geweberegenerat soll die funktionelle 
Oberfläche des Gelenkes ausgebessert werden.  
Aufgrund des chondrogenen Differenzierungspotentials von mesenchymalen 
Stammzellen (MSCs), versucht man MSCs in vitro zu artikulären Chondrozyten zu 
differenzieren. Hierbei werden auch Erkenntnisse über die Chondrogenese in vivo 
verwendet. 
Für die vorliegende Arbeit wurden humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs) in 
dreidimensionalen, trägerfreien, hochdichten Zellkulturen kultiviert. Zwei 
Kultivierungstechniken, die Membran-Kultur und die Pellet-Kultur, wurden dabei 
verwendet und miteinander verglichen. Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Frage, wie 
erfolgreich die chondrogene Differenzierung von hMSCs in Passage 7 erfolgt, wenn 
Zellen einerseits in flüssigem Nährmedium, andererseits an der Luft-Nährmedium-
Grenze kultiviert werden. Zur Induktion der Chondrogenese wurde das Nährmedium 
mit den die Chondrogenese induzierenden Wachstumsfaktoren versetzt.  




Abb. 1: Schematische Darstellung des Prinzips der Druckfestigkeit, der biomechanischen Eigenschaft  
des hyalinen Knorpels (Hardingham 1998)   
2.      Knorpelarten  
Die drei Knorpelarten, die im Organismus eines erwachsenen Menschen vorkommen, 
unterscheiden sich in ihren mechanischen Eigenschaften. Diese hängen von dem Auf-
bau der extrazellulären Matrix ab. So verleiht der überwiegende Anteil an Kollagen Typ 
I dem Faserknorpel Reißfestigkeit, während elastinhaltige Fasern dem elastischen 
Knorpel Elastizität gewähren. Der überwiegende Anteil der hygroskopischen Proteog-
lykanen und das Fasernetz aus Kollagen Typ II ermöglichen dem hyalinen Knorpel 
Druckfestigkeit. Dies schafft die Grundlage für seine Stützfunktion (Hardingham 1998). 
 
2.1 Molekularer Aufbau der extrazellulären Matrix (ECM) des hyalinen Knor-
pels und seine biomechanischen Eigenschaften  
In Abb. 1 werden das zugfeste Netzwerk der Kollagen-Fasern und osmotisch wirksame 





Neben ihren biomechanischen Eigenschaften reguliert die extrazelluläre Matrix (ECM) 
die Differenzierung und Aktivität der Chondrozyten. Die Hauptbestandteile der ECM 
stellen Kollagen Typ II und Proteoglykane dar (Abb. 2). 




Abb. 2: Schematische Darstellung des molekularen Aufbaus der ECM  
Das link protein (LP) verknüpft das core protein der Proteoglykane (PC) an dem Hyaluronsäuremolekül 
(HA). Die Seitenketten der Proteoglykane, Keratinsulfat (KS) und Chondroitinsulfat (CS), binden durch 









Die Proteoglykane binden Wasser, dessen Anteil 80 % des Knorpelvolumens ausmacht. 
Andere Proteoglykane, COMP, Matrilin, und Proteoglykane, wie Perlecan und Fibro-
modullin verbinden unterschiedliche Komponenten der extrazellulären Matrix mitei-
nander (Abb. 3). Kollagen Typ IX und Kollagen Typ XI verstärken das aus Kollagen 
Typ II bestehende Fasernetz. Kollagen Typ X wird von prä- und hypertrophen Chond-


















Abb. 3: Schematische Darstellung des molekularen Aufbaus der ECM (Grässel 2006) 




Abb. 4: Gelenkknorpel undVerlauf der Kollagenfaserbündel (Junqueira et al. 1996) 
2.2    Histologischer Aufbau des Gelenkknorpels 
Charakteristisch für den hyalinen Gelenkknorpel ist die säulenartige Ausrichtung der 
Chondrozyten, die durch den Verlauf der Kollagen-Fasern bestimmt wird. In Abb. 4 
sieht man den Verlauf der Kollagen-Fasern, auf deren Länge sich die Chondrozyten 
ordnen (Junqueira et al. 1996). 
                            
In der obersten Schicht, der Tangentialfaserzone, verlaufen die Kollagenfasern arkade-
nartig, und spindelförmige Zellen liegen parallel zur Oberfläche. Hier ist die Konzentra-
tion an Kollagen hoch und an Proteoglykanen gering. 
In der zweiten Schicht, der Übergangszone, werden die Zellen runder und liegen näher 
zusammen. Die Konzentration an Proteoglykanen steigt an. 
In der dritten Schicht, der Radiärzone, kommen stark ausgebildete Kollagenfaserbündel 
vor, und die Chondrozyten ordnen sich in Säulen an. Hier ist  die Konzentration an Pro-
teoglykanen am höchsten.  
Durch eine basophile Grenzlinie wird die Radiärzone von der vierten, der Mineralisie-
rungszone, getrennt. Diese enthält Kalziumkristalle.  






















2.3 Hyaliner Gelenkknorpel - ein bradytrophes Gewebe 
Chondrozyten bilden Moleküle, aus denen die extrazelluläre Matrix gebildet wird. Diese 
erhält wiederum die Form der Zellen und ihren Phänotyp aufrecht. 
Das Knorpelgewebe enthält weder Blutgefäße noch Nerven. Deshalb werden Chondro-
zyten  mit Nährstoffen versorgt, die über größere Strecken durch die extrazelluläre Mat-
rix diffundieren. Außerdem werden durch sie neu synthetisierte Moleküle, Wachstums-
faktoren bzw. katabolische Produkte befördert und dort vorübergehend angesammelt.  
Mechanisch schützt die extrazelluläre Matrix Chondrozyten vor äußeren Belastungen.  
Die mechanischen Belastungen des Knorpels lösen Signale aus, die durch die Matrix 
auf die Chondrozyten übertragen werden. Diese Signale ändern die metabolische Akti-
vität der Chondrozyten. Dabei werden elektrische und physikalisch-chemische Reaktio-
nen vermutet. Sie ändern die Beförderung von Nährstoffen sowie von Stoffwechselpro-
dukten im Knorpel (Martinek 2003). Die Synthese von Proteoglykanen und deren Agg-
regationsgrad wird durch eine chronische Entlastung des Knorpels verringert. Dadurch 
wird eine biomechanische Eigenschaft, die Druckfestigkeit, reduziert. 
 
Abb. 5: Morphologie des Gelenkknorpels (von Martinek 2003 modifiziert durch Mandy Seifert 2006) 
Hier sind die Zusammensetzung sowie die Chondrozytenordnung der vier Gelenkknorpelschichten zu 
sehen (Buckwalter & Mankin 1998). 
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3.     Relevante Ursachen von Knorpeldefekten 
Traumatische Verletzungen des Knorpels sind eine Ursache für den Beginn einer dege-
nerativen Erkrankung. Ein akutes oder sich wiederholendes mechanisches Trauma führt 
zu pathologisch-degenerativen Abläufen mit nachfolgendem Knorpelverlust (Carter et 
al. 2004). Die Abläufe der Arthrose sind bis heute nicht vollständig aufgeschlüsselt. 
Primär kommt es zum Bruch des Matrix-Netzwerkes auf der Molekularebene, insbe-
sondere der Aggrekane, wodurch der Wassergehalt der Matrix ansteigt. Infolge der Be-
schädigung von Kollagen Typ IX und Typ XI, die das Kollagennetzwerk verbinden, 
nimmt die Festigkeit des Knorpels ab. Außerdem zerstören katabole Enzyme die Matrix 
des Knorpels (Martinek 2003).  
Im Körper werden Knorpeldefekte nach traumatischen chondralen und osteochondralen 
Verletzungen mit einem knorpelartigen Gewebe gedeckt. Die biomechanischen Eigen-
schaften dieses Gewebes sind aber schlechter, als die des normalen Knorpels und ent-
sprechen denen des Faserknorpels. 
Die Reparatur chondraler und osteochondraler Knorepldefekte geschieht auf unter-
schiedliche Art und Weise. Bei chondralen Defekten werden Synthese und Teilung der 
Zellen durch Zelluntergang und -degeneration induziert. Der Gewebeverlust kann aber 
nicht vollkommen aufgehoben werden. 
Osteochondrale Defekte werden zuerst mit Blut und Knochenmark aus der traumati-
schen Eröffnung des Knochenmarkraums ausgefüllt. Dieses Blut enthält vasoaktive 
Mediatoren und Wachstumsfaktoren, wie TFG-β, die von Thrombozyten synthetisiert 
werden. Sie aktivieren die Vaskularisierung, die Migration sowie die Differenzierung 
von MSCs zu Chondrozyten.  
Die neu differenzierten Chondrozyten synthetisieren Moleküle, aus denen die extrazel-
luläre Matrix entsteht. Das entstandene Gewebe kann jedoch den Druck schlechter ver-
teilen, als normaler Knorpel. Infolgedessen degenerieren die neu differenzierten Chond-
rozyten schnell. Das neu gebildete knorpelartige Gewebe hat im Vergleich zum hyali-
nen Knorpel minderwertige biomechanische Eigenschaften, wie schwächere Festigkeit, 
erhöhte Permeabilität, einen anders geordneten Faserverlauf und lichtmikroskopisch 
erkennbare Lücken zwischen dem alten und dem neuen Knorpel aufgrund des ausblei-
benden Anstieges der Syntheseleistung und der Zellteilung in dem benachbarten Knor-
pelgewebe. Dieses Gewebe trägt sowohl lichtmikroskopische und histochemische 
Merkmale von hyalinem Knorpel, als auch von Faserknorpel (Buckwalter  und  Brown 
2004). 
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4.     Therapien von Knorpeldefekten 
4.1 Operative Therapieformen 
Bei Techniken, wie z. B. der Arthroskopie mit Debridement oder Abrasionsarthroplas-
tik, der subchondralen Anbohrung und der Mikrofrakturierung wird subchondraler 
Knochen penetriert, so dass das Blut mit MSCs aus dem Knochenmark den Knorpelde-
fekt ausfüllt. Die Anwendung dieser Methode bei jungen Patienten mit traumatischen 
chondralen und osteochondralen Defekten kann gegebenenfalls zur Besserung der Be-
schwerden führen (Buckwalter und Brown 2004). Durch autologe osteochondrale 
Transplantate verbessern sich ebenfalls klinische und radiologische Resultate (Resinger 
et al. 2004). 
Auch die biologische Fähigkeit des Perichondriums bzw. des Periosts hyalinartigen 
Knorpel zu bilden, wird verwertet. Perichondrium- oder Periostlappen werden in Knor-
peldefekte entweder eingenäht oder mit Fibrin geklebt, was als „Perichondrium-“ oder 
„Periostlappenplastik“ bezeichnet wird (Hangody et al. 1998). 
Alle bislang verwendeten chirurgischen Strategien führen jedoch noch nicht zu den er-
wünschten Resultaten einer Wiederherstellung des hyalinen Knorpels. Ihre Anwendung 
ist bei Arthrose entweder eingeschränkt oder sogar kontraindiziert (Resinger et al. 
2004). 
 
4.2 Tissue Engineering  
Biologen, Materialwissenschaftler und Mediziner forschen gemeinsam auf dem Gebiet 
der modernen Transplantationschirurgie, um Regenerate für die Behandlung geschädig-
ter Gewebe in vitro herzustellen (Patrick et al. 1998). Dieses Gebiet wurde als „Tissue 
Engineering“ bezeichnet (Vacanti 1991; Langer et al. 1993) und stellt einen Teil der 
„Regenerativen Medizin“ dar (Niemeyer et al. 2004). 
Das künstliche Gewebe wird durch die Differenzierung von Zellen, die in oder auf ein 
Matrix-Konstrukt gebracht wurden, unter angepassten Bedingungen in Zellkulturen 
entwickelt. Die Zellquelle stellen primäre organspezifische Zellen und Stammzellen dar. 
Für die Wiederherstellung von Knorpelgewebe verwendet man entweder autologe 
Chondrozyten oder Stamm- und Progenitorzellen, die ein Potential, sich chondrogen zu 
differenzieren, aufweisen. Die Zellen werden aus Gewebebiopsaten gewonnen und in 
Monolayer-Kultur vermehrt, um eine ausreichende Menge an Zellen zu schaffen. Für 
die anschließende Redifferenzierung der Chondrozyten und die Differenzierung der 
MSCs werden die Zellen auf eine Trägermatrix gebracht, die aus synthetischen oder 
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biologischen Materialien besteht (Sittinger et al. 2004). Anschließend erfolgt die Im-
plantation der autologen redifferenzierten Chondrozyten in Knorpeldefekte der Patien-
ten. Diese Therapieform wird als Autologe Chondrozyten Transplantation (ACT) be-
zeichnet (Brittberg et al. 1994). 
Eine der ersten Chondrozytentransplantationen wurde 1970 am Childrens Hospital in 
Boston von dem Orthopäden Green durchgeführt: Eine Knochenspan-Matrix mit 
Chondrozyten wurde in Nacktmäuse transplantiert. 
Mithilfe der Differenzierung von MSCs in Richtung der chondrogenen Linie versucht 
man implantierbares künstliches knorpelähnliches Gewebe herzustellen (Pittenger et al. 
1999), das zur Unterstützung der Heilung in den Knorpeldefekt eingebracht werden 
kann. So erfolgte Versuch, in dem aus in vitro differenzierten porcinen synovialen 
MSCs produzierter Konstrukt in vivo in den porcinen chondralen Defekt implantiert 
worden war (Ando et al. 2007; Shimomura et al. 2010).  
 
 
5.      Chondrogenese in vivo 
5.1    Knorpelentstehung und Gelenkbildung 
Während der embryonalen Entwicklung bildet das Skelettsystem zuerst den Knorpel 
aus. Dieser verknöchert bis auf die Oberflächen der Gelenke (Vortkamp 2003), wie es 
in Abb. 6 zu sehen ist. 
       
                          











Abb. 6: Endochondrale Ossifikation (Vortkamp 2003) 
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Das knorpelige Skelett bildet sich aus Chondrozyten, die aus mesenchymalen Zellen 
differenzieren. Aus mesenchymalen Zellen, die die knorpeligen Elemente umgeben, 
entwickelt sich das Perichondrium. Aus den Zentren entwickeln sich zu beiden Enden 
hin Chondrozyten zu hypertrophen Chondrozyten. Anschließend wachsen in den hyper-
trophen Knorpel Blutgefäße ein, durch die Osteoblasten und Osteoklasten einwandern. 
Der Knorpel wird durch Knochen ersetzt (Vortkamp 2003). 
Prächondrozyten differenzieren erst zu frühen und dann zu artikulären Chondroblasten. 
Die letzteren differenzieren sich am Ende der postnatalen Entwicklung zu artikulären 
Chondrozyten, die sich kaum noch teilen. Die artikulären Chondrozyten synthetisieren 
Moleküle der extrazellulären Matrix, unter anderem einen hohen Anteil an Aggrekan 
und nach Abschluss der Chondrogenese relativ wenig Kollagen Typ II. Sie durchlaufen 
keine Entwicklung zu hypertrophen Chondrozyten mit Ausnahme der Zellen in der Zo-
ne des mineralisierten Knorpels (Girkontaite et al. 1996). Im permanenten Knorpelge-
webe wird mittels einer negativen Regulation durch spezifische Faktoren das Stadium 
von hypertrophen Chondrozyten nicht erreicht (Vortkamp 2003). 
In Abb. 7 kann man das Erscheinungsbild des sich entwickelnden Knochens sowie die 













Der Beginn des Differenzierungsprozesses von MSCs zu hypertrophen Chondrozyten 
liegt im Zentrum des embryonalen Knochens. Zeitlich versetzt breitet sich der chondro-




Abb. 7: Wachstumszonen des endochondralen Knochens (Vortkamp 2003) 
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Abb. 8: Die Stadien der Chondrogenese in vivo (nach Lefebvre & Smits 2005), unterteilt nach Zelltyp, 
Erscheinungsbild der Zellen, extrazellulärer Matrix (ECM) Marker und regulatorischer Marker 
 
5.2 Entwicklungsstufen der Chondrogenese 
Die Chondrogenese wird in folgender Tabelle übersichtlich dargestellt: 
 
 
           
 
Die Abb. 8 zeigt alle Entwicklungsstufen der Chondrogenese. Hier werden im Speziel-
len die synthetisierten Moleküle der ECM und die regulatorischen Marker aufgeführt. 
Während sich die mesenchymalen Zellen ansammeln, werden sowohl Zelladhäsionsmo-
leküle, wie N-Cadherin und NCAM (Neural Cell Adhesion Molekule), als auch Mat-
rixmoleküle, wie Tenascin C und Versican, detektiert. Sie ermöglichen Interaktionen 
zwischen einer zu differenzierenden Zelle und den sie umgebenden Zellen und Molekü-
len der extrazellulären Matrix (Solursh 1991; Cancedda et al.1995; 2000). Es wird davon 
ausgegangen, dass diese mesenchymal- /epitelialen Zellinteraktionen die Ansammlung 
mesenchymaler Zellen regulieren (Tuan 2004; Maleski et al. 1996; Toole 2001). Nach 
dem Abschluss der Kondensation endet die Expression mesenchymaler Zellmarker und 
Marker der Zellkondensation. 
Aus MSCs entwickeln sich Prächondrozyten in den Zentren dieser Zellansammlungen, 
die mit der Synthese von Molekülen der ECM, zuerst von Kollagen Typ II, beginnen.  
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Aus Prächondrozyten entstehen frühe Chondroblasten. Diese teilen sich verstärkt und 
weisen eine zunehmende Syntheseleistung auf. Sie produzieren nicht nur Kollagen Typ 
II, sondern auch andere Moleküle der extrazellulären Matrix, wie Aggrekan, Link Prote-
in, Kollagen Typ IX und Kollagen Typ XI. Außerdem beginnen sie, die Transkriptions-
faktoren SOX 5 und SOX 6, initiiert durch den Transkriptionsfaktor SOX 9, zu synthe-
tisieren. 
Aus den frühen Chondroblasten entstehen prähypertrophe Chondroblasten. Es handelt 
sich um große Zellen mit zehnmal größerem zytoplasmatischem Volumen, die sich 
nicht mehr teilen. Sie produzieren vor allem Aggrekan und Kollagen Typ II. Außerdem 
werden bei den Zellen die Gene für Wachstumsfaktoren, wie Indian hedgehog (Ihh), 
sowie Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) und die Gene für Matrixprotein 
Kollagen Typ X aktiviert. 
Aus prähypertrophen Chondroblasten entstehen prähypertrophe Chondrozyten. Sie syn-
thetisieren vermehrt Kollagen Typ X. Hier wird die Expression von Ihh und von PTHrP 
beendet. 
 
5.3   Regulation der Chondrogenese 
Über die Regulation der frühen Chondrogenese ist bis heute wenig bekannt. Die Vor-
gänge, wie Zellwachstum, Zellproliferation, Chondrogenese und Hypertrophie werden 
von mehreren Hormonen und Wachstumsfaktoren geregelt. Ihre Wirkungen werden 
durch spezifische Transkriptionsfaktoren vermittelt (Healy et al. 1999). Außerdem be-
teiligen sich die Moleküle der extrazellulären Matrix an der Regulation der Chondroge-
nese. Wachstumsfaktoren, wie Signalmoleküle transforming growth faktor (TGF), 
fibroblasten growth faktor (FGF) und Indian hedgehog (Ihh), Parathyroid hormone-
related peptide (PTHrP), beteiligen sich an drei zurzeit entdeckten Signalwegen in der 
Chondrogenese (Vortkamp et al. 1996). Der Effekt von Wachstumsfaktoren wird in 
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Über die Bindung des Zytokins TGF-ß an spezifische Membranrezeptoren leiten die 
zytoplasmatischen Proteine, die als „Smad“ bezeichnet werden, das Signal in den Zell-
kern. „Smad“ wird aus Sma (small body size) und Mad (mothers agains decapentapleg-
ic) zusammengesetzt. Während Smad 2 und 3 das TGF-ß Signal übertragen, wird das 
Signal durch Smad 6 und 7 blockiert. Smad 4 stellt einen Mediator dar. Im Zellkern 
werden die Aktivität der Gene sowie die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren 
geregelt (Balemans et al. 2002). 
In Abb. 11 kann man das Netzwerk aus Ihh/PTHr-, BMP- und FGF-Signalen erkennen, 
welche die Chondrogenese regulieren. Im Weiteren folgt die Beschreibung der Abläufe 
dieses Netzwerkes. Die prähypertrophen Chondrozyten exprimieren Ihh in der endo-
chondralen Ossifikation (Provot & Schipani 2005). Ihh und PTHrP regulieren die Ini-
tiierung der hypertrophen Differenzierung von Chondrozyten in einer negativen Rück-
koppelungsschleife. Diese Ihh/PTHr-Rückkoppelungsschleife (Juppner 2000) hemmt 
die Differenzierung der Zellen, die Ihh exprimieren. PTHrP signalisiert, dass die prolife-
rierenden Chondrozyten in einem nichthypertrophen Zustand aufgehalten werden 
(Minina et al. 2000, 2002). Dies erfolgt über den PTH-Rezeptor, den die proliferieren-
den Chondrozyten exprimieren. Dadurch wird die Quote der Entwicklung von prähy-




Abb. 10: Schematische Darstellung der Signalübertragung des TFG-ß  
(mod. nach Derynck et al. 1988 durch Kaschte 2007) 




                          
 
 
Bei den Transkriptionsfaktoren handelt es sich um Proteine. Sie initiieren die Expressi-
on verschiedener Moleküle, die sich an der Ansammlung mesenchymaler Zellen, der 
Proliferation und der chondrogenen Differenzierung beteiligen (Lefebvre & Smits 
2005). Die erforschten Proteine sind die Transkriptionsfaktoren der Gruppe SOX (Sry 
Type High Mobility Group Box), wie SOX 9, SOX 5, SOX 6. So regelt SOX 9 die frühe 
Chondrogenese und regt die Expression von Molekülen der extrazellulären Matrix, wie 
Kollagen Typ II, Kollagen Typ XI und Aggrekan, an (Healy et al. 1999). 
Auf der Regulationsebene von Kontakten zwischen Zellen und extrazellulären Molekü-
len ist vor allem die Interaktion von Hyaluronsäure mit dem CD44-Rezeptor zu erwäh-
nen. Dieser Rezeptor wird sowohl von MSCs, als auch von Chondrozyten exprimiert 
(Pittenger et al. 1999). So steigt TGF-ß mRNA, einer der wichtigsten Wachstumsfakto-
ren der Chondrogenese, an, indem der CD44-Rezeptor bei Chondrozyten durch Hyalu-
ronsäure aktiviert wird (Ishida et al. 1997). 
 
 
6.    Verwendung autologer Chondrozyten zur Behebung von Knorpeldefekten 
Bei der Transplantation autologer Chondrozyten besteht ein fester Zusammenhang zwi-
schen der Neubildung hyalinen Knorpels und einem guten klinischen Resultat. Die 
Transplantation von autologen Chondrozyten ist meist nur bei chondralen Defekten an-
wendbar. Fortgeschrittene Degeneration von Knorpel sowie schlaffe Bänder des ge-
Proliferation 
hypertrophe Differenzierung 
Abb. 11: Kontrolle der Differenzierung von MSCs zu Chondrozyten (Vortkamp 2003) 
Ihh/PTHr Rückkoppelungsschleife 
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schädigten Gelenkes schränken die Anwendung von autologen Chondrozyten ein (Re-
singer et al. 2004). 
Nach Isolierung und Vermehrung artikulärer Chondrozyten in vitro werden diese ent-
weder als Zellsuspension mit einem periostalen Lappen bedeckt (Brittberg et al. 1994) 
oder als angesiedelte Zellen in einem Trägermaterial implantiert (Erggelet et al. 2003). 
Der Nachteil dieses Verfahrens ist die geringe Menge autologer Chondrozyten, die nur 
durch einen operativen Eingriff aus dem Gelenk entnommen werden können. Darüber 
hinaus dedifferenzieren Chondrozyten während ihrer Vermehrung in Monolayerkultur 
zu fibroblastoiden Chondrozyten mit einem veränderten Phänotyp. Sie synthetisieren 
Kollagen Typ I, während die für Knorpel typischen Gene herunter reguliert werden. 
Wenn diese dedifferenzierten Chondrozyten dreidimensional angeordnet werden, syn-
thetisieren sie erneut die für Knorpel spezifischen Moleküle, wie Kollagen Typ II und 
Aggrekan. Dennoch besteht eine hohe Expression von für Knorpel untypischer Molekü-
le, wie Kollagen Typ I und III (Kaps et al. 2004; Irie et al. 2008). Dieses Phänomen 



















                                                                                                          Einleitung 
15 
 
7.   Verwendung mesenchymaler Stammzellen (MSCs) zur Behebung von Knor-
peldefekten 
Von Interesse ist die Fähigkeit mesenchymaler Stammzellen, sich chondrogen in vivo 
oder in vitro mit geeigneten Induktionsfaktoren differenzieren zu lassen (Barry und 
Murphy 2004). Erstmals wurden knochenbildende Vorläuferzellen aus dem Knochen-


















Während der asymmetrischen Teilung einer mesenchymalen Stammzelle entstehen eine 
gleichartige Zelle, eine mesenchymale Stammzelle, und eine nicht gleichartige Zelle, 
die Progenitorzelle. Das Differenzierungspotenzial der Progenitorzelle ist eingeschränkt 
im Vergleich zu diesem von MSC. Nach der weiteren symmetrischen Teilung der 
Progenitorzelle entstehen tri- und bipotente Progenitorzellen. Sie haben noch die gleiche 
Morphologie wie multipotente MSCs, aber ein anderes Muster der Genexpression 




Abb. 9: Schematische Darstellung der Differenzierung von MSCs 
(Bakch et al. 2004; modifiziert durch Slobodianski 2006) 
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7.1   Gewinnung von MSCs 
MSCs werden durch Punktion des Knochenmarks gewonnen, was im Gegensatz zur 
Chondrozytenentnahme keine dauernde Schädigung verursacht. Außerdem können 
MSCs auch aus peripherem Blut (Roufosse et al. 2004), Periosteum, trabekulärem Kno-
chen, Fettgewebe, Synovia, Skelettmuskulatur, Lunge und Nabelschnur isoliert werden 
(Haynesworth et al. 1992; Fortier et al. 1998; Baksh et al. 2004). 
Als Definitionskriterien für MSCs gelten die Adhärenz an Plastikoberflächen, das mul-
tipotente Differenzierungspotential und die Expansionseigenschaften (Baksh et al. 
2004). 
MSCs exprimieren eine Vielzahl an Oberflächenmolekülen, dennoch wurden bisher 
keine ausschließlich für MSCs typischen Markermoleküle gefunden. Die bis heute ent-
deckten MSC-Oberflächenmoleküle sind auch in anderen Zelltypen zu finden. Deshalb 
ist es bislang nicht möglich, MSCs während der Isolierung über den Phänotyp besser 
anzureichern, als über ihre Adhärenzfähigkeit. Die gewonnenen MSCs werden auch auf 
die Oberflächenmoleküle, wie die Standardmarker von MSC CD 105, CD 73 und CD 
90 (Jones et al. 2002; Internationale Assoziation für zelluläre Therapie 2006 (engl. In-
ternational Society for Cellular Therapy (ISCT)) und auf den Standardmarker für Pro-
genitor-Zellen mit chondrogener Vordifferenzierung CD 106 (De Ugarte et al. 2003) 
mithilfe der FACS-Analyse untersucht. Von den hämatopoetischen Vorläuferzellen 
werden MSC durch CD 14, CD 34 und CD 45 unterschieden, welche bei MSCs fehlen. 
Ein relevantes Oberflächenmolekül ist CD 44: mit diesem Rezeptor interagiert Hyalu-











, der nach der Differenzierung 
gleich bleibt (Tse et al. 2003). 
Die Isolierungsmethode beeinflusst Art und Menge der gewonnenen Zellen. Bisher gibt 
es kein allgemeines, annehmbares, normiertes Verfahren (Pittenger et al. 1999). Zurzeit 
werden MSCs mittels der am meisten gebrauchten Ficoll-Gradienten Methode isoliert. 
Die mononukleären Zellen werden von Erythrozyten und Granulozyten durch einen 
Ficoll-Gradienten getrennt (Haynesworth et al. 1992). Hierbei wird die Probe vorsichtig 
mit Ficoll langsam überschichtet. Nach der Zentrifugation sind die mononukleären Zel-
len in einer Schicht zwischen Plasma und Ficoll (Abb. 12). 
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Aus dieser mononukleären Zellmischung werden die MSCs von den hämatopoetischen 
Zellen durch ihre charakteristische Eigenschaft, sich an Plastikoberflächen zu adhärie-
ren, getrennt. Hierbei weisen diese adhärenzfähigen Zellen einen fibroblastoiden Phäno-
typ auf. 
Anschließend werden die gewonnenen MSCs zur Vermehrung in die Monolayerkultur 
aufgenommen. Bei der Kultivierung von empfindlichen MSCs wird dem Medium feta-
les Rinderserum zugefügt (Bruder et al. 1997), das aus dem Blut von Rinderfeten herge-
stellt wird. Das Rinderserum enthält unterschiedliche Proteine, darunter Wachstumsfak-
toren, die noch nicht alle identifiziert worden sind. 
Die Intensivierung der Zellanreicherung wird dadurch erreicht, dass der Wachstumsfak-
tor bFGF zum Nährmedium zugefügt wird. Hier wird eine Erhöhung von 40 PDs (Popu-
lation Doubling) auf 70 PDs beschrieben, wobei die Differenzierungsfähigkeit bis 50 
PDs erhalten bleibt (Bianchi et al. 2003). Da die MSCs ihre Fähigkeiten bei der 
Kryokonservierung beibehalten, ist ihre dauerhafte Lagerung möglich (Bruder et al. 
1997). 
 
7.2   Anwendungen mesenchymaler Stammzellen 
Gewonnene MSCs können einerseits in den Knorpeldefekt implantiert werden, um eine 
chondrogene Differenzierung dort zu induzieren, oder zuerst in vitro Richtung der 
chondrogenen Linie differenziert werden, um dann als künstliches Gewebestück in den 
Knorpeldefekt implantiert zu werden. 
In einer Studie (Wakitani et al. 2002) wurden hMSCs in Knorpeldefekte medialer 
Femurcondylen bei Arthrose implantiert. Die histologischen und arthroskopischen Un-
Abb. 12: Die Auftrennung der Zellsuspension im Ficoll-Gradienten (nach Slobodianski 2006) 
Die Phase zwischen Ficoll und Plasma (gelbe Markierung) enthält mononukleäre Zellen (MNC), 
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tersuchungen wiesen bessere Ergebnisse auf, als in der Kontrolle. Klinisch unterschie-
den sich die beiden Gruppen nicht. 
In einem anderen Versuch (Wakitani et al. 2004), bei dem in ein Kollagen-Gel eingebet-
tete hMSCs in den Knorpeldefekt der Patella implantiert und mit einem autologen Pe-
riostlappen bedeckt wurden, zeigte sich auch eine Verbesserung der klinischen Symp-
tomatik. 
Die Differenzierung von MSCs in vitro in Richtung der chondrogenen Linie wird in 
dreidimensionalen Zellkulturen durchgeführt. Die Dreidimensionalität ist einer der Fak-
toren, welche die chondrogene Differenzierung der Zellen und die Bildung der extrazel-
lulären Matrix unterstützt (Kaps et al. 2004). Um Dreidimensionalität zu erreichen, 
werden die Zellen entweder zu einem hochdichten dreidimensionalen Zellpellet geformt 
oder in einer dreidimensionalen Trägerstruktur (engl. Scaffold) angesiedelt (Sittinger et 
al. 1996, 2004). 
 
7.3 Differenzierung von MSCs in vitro in dreidimensionalen Trägerstrukturen 
Das Material, aus dem eine Trägerstruktur hergestellt wird, muss für Nährstoffe und 
Abbauprodukte durchgängig, biokompaktibel und abbaubar sein. Ihre Abbauprodukte 
sollten zu dem nicht toxisch sein. Diese Stoffe müssen bei Verwendung im Gelenk gro-
ßem Druck sowie Druckschwankungen standhalten (Sittinger et al. 2004). 
Für die Herstellung der Trägerstrukturen werden entweder biologische oder syntheti-
sche Polymere verwendet. Aus biologischen Polymeren werden am häufigsten Kollagen 
oder Glykoseaminoglykane angewandt. Aus synthetischen Polymeren werden poly-
lactid-acid, poly-glycolic acid und deren Copolymere, wie poly-lactic-co-glycolic acid, 
verwendet. Außerdem wird an biphasischen Trägermaterialien gearbeitet, die spezifisch 
jeweils den Knochen- bzw. Knorpelaufbau bei osteochondralen Defekten unterstützen. 
Im biologischen Material Hyaluronsäure proliferieren humane MSCs und bilden die 
extrazelluläre Matrix. Dies zeigte sich sowohl bei der in vitro-Differenzierung von 
MSCs von Menschen sowie Kaninchen (Radice et al. 2000), als auch bei der in vivo-
Differenzierung bei Tierversuchen (Solchaga et al. 2000, 2002). Außerdem wurde fest-
gestellt, dass Schwämme aus Hyaluronsäure auch die Entstehung von hyalinartigem 
Knorpel und seine Integration begünstigen. Im bioresorbierbaren Polymer-Vlies produ-
zierten Chondrozyten extrazelluläre Matrix (Sittinger et al. 1994). 
Als problematisch stellte sich zwar das Einpflanzen der Zellen in die Trägerstruktur und 
ihre Verbindung zum nativen Knorpel dar; die klinische Anwendung von dreidimensio-
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nalen Transplantaten bei fokalen Knorpeldefekten des Kniegelenkes erwies sich jedoch 
als aussichtsreich (Erggelet et al. 2003). 
Das weitere Forschungsgebiet, das so genannte in situ Tissue Engineering, befasst sich 
mit zellfreien Transplantaten. Das Migrationsverhalten von mesenchymalen Stamm- 
und Progenitorzellen steht hier im Mittelpunkt (Sittinger et al. 2004). Hier werden me-
senchymale Stamm- und Progenitorzellen mit chemotaktisch aktiven Faktoren, wie 
Chemokinen, Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, aktiviert, die in diese Kon-
strukte eingefügt werden. Es entfällt die Gewebebiopsie zur Zellgewinnung und die 
aufwendige Zellexpansion (Ringe 2006). 
 
7.4 Differenzierung von MSCs in vitro in trägerfreien hochdichten 3D-
Zellkulturen 
Eine trägerfreie dreidimensionale Kultivierung mit hoher Zelldichte wird als „hochdich-
te Kultur“ (engl. high density) bezeichnet. 
Das Verfahren der Sedimentation von MSCs, das zur Entstehung hochdichter Kulturen 
angewendet wird, ähnelt dem Prozess der Kondensation von MSCs in vivo (Thorogood 
und Hinchliffe 1975; Poole 1991). Sie ermöglicht Interaktionen zwischen zu differen-
zierenden Zellen und anderen Zellen sowie den Molekülen der extrazellulären Matrix 
(Solursh 1991; Cancedda et al. 1995). Diese Interaktionen regulieren die Chondrogene-
se in der embryonalen Entwicklung (Maleski et al. 1996; Toole 2001). 
Der Vorteil der hochdichten Zellkultur besteht darin, dass die Entstehung der extrazellu-
lären Matrix durch die hohe Zelldichte unterstützt wird. Außerdem werden autokrine 
sowie parakrine Signale und die gleichmäßige Ansiedelung der Zellen ermöglicht. In in-
vitro-Studien erreichen in hoher Zelldichte wachsende Osteoblasten und Chondroblas-
ten eine Mineralisation und Differenzierung (Zimmermann et al. 1988). 
Nach der Sedimentation von Zellen zu einem multizellulären Aggregat, welches als 
Organoid oder Pellet bezeichnet wird, erfolgt die Kultivierung entweder im Medium 
oder auf der Oberfläche des Mediums, das Nährstoffe und Wachstums- bzw. Differen-
zierungsfaktoren enthält. Diese Faktoren sowie die entstehenden Zell-Zell-Kontakte 
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8. Techniken trägerfreier hochdichter 3D-Zellkulturen 
Techniken der hochdichten Zellkultivierung unterscheiden sich in der Art der Behand-
lung des Zellaggregates. Bei der Technik der Pellet-Kultur befindet sich das Zellaggre-
gat im Medium. Bei weiteren Techniken, der hohlen Fasern und der Membran-Kultur, 
wird das Pellet durch einen Filter vom Medium getrennt. Hier erfolgt die Ernährung des 
Pellets durch die Diffusion von Nährstoffen durch die Poren. Bei der Membran-Kultur 
befindet sich das Zellpellet an der Luft-Medium-Grenze, während das Zellpellet bei der 
Technik der hohlen Fasern vom Medium durch einen umhüllenden Polyethylenfilter 
getrennt wird (Irie et al. 2008). 
 
8.1 Technik der Pellet-Kultur 
Die Pellet-Kultur wurde zunächst als Differenzierungsmodell chondrogener Differen-
zierungen von MSCs verwendet (Johnstone et al. 1998). In weiteren Versuchen stellte 
sich heraus, dass in Pellet-Kulturen als Modell zur Differenzierungen von MSCs eine 
extrazelluläre Matrix mit unvollkommenen biomechanischen Eigenschaften gebildet 
wird (Yang et al. 2004). Diese extrazelluläre Matrix besteht vorwiegend aus Kollagen 
Typ I und aus einem geringeren Anteil an Kollagen Typ II. Außerdem enthält sie einen 
geringeren Anteil an Glykosaminoglykanen als hyaliner Knorpel. Darüber hinaus wird 
in Pellet-Kulturen Kollagen Typ X gebildet, das auf eine hypertrophe Differenzierung 
von Chondrozyten hinweist (Ichinose et al. 2005). 
Wachstumsfaktoren und Dexamethason (Mackay et al. 1998), welche die Matrixbildung 
unterstützen, führen somit nicht zur Bildung von hyalinem Knorpel in vitro (Yang et al. 
2004). Abhängig von der Entwicklungsphase der einzelnen Zelle reagieren MSCs unter-
schiedlich auf Wachstumsfaktoren und auf Zell-Zell-Kontakte, da sich die aus dem 
Knochenmark isolierten MSCs in verschiedenen Entwicklungsphasen befinden. Auch 
Wachstumsfaktoren entfalten unterschiedliche Wirkungen, je nach Entwicklungsphase 
der von ihnen beeinflussten Zelle. 
Die Differenzierung von MSCs in der Alginat-Kultur führte zur vermehrten Anreiche-
rung von Glykosaminoglykanen. Durch die Kultivierung von hMSCs in Alginat-Kultur 
versuchte man, einen identischen Differenzierungszustand der Zellen zu erreichen. Da-
nach wurden sie zur Matrixausbildung in die Pellet-Kultur aufgenommen. 
Die Pellet-Kultur wurde als Vergleichskontrolle unserer Versuche verwendet. 
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Abb. 14: Aufbau der Organoid-Kultur (Trowell 1954) 
 
8.2 Technik der Membran-Kultur 
Eine andere Technik der hochdichten dreidimensionalen trägerfreien Zellkultur bietet 
sich zur chondrogenen Differenzierung von MSCS an, die in dieser Arbeit als „Memb-
ran-Kultur“ bezeichnet wird. 1928 erfand Fell eine Glass-Technik (Watchglass) (Abb. 
13), mit der er zum ersten Mal mittels aus Tibiae entnomenem Gewebe von Hühner-
embryonen unter dem Einfluss der von ihm entdeckten Phosphatase Knochen und 
Knorpel zu rekonstruieren versuchte (Fell und Robison 1929). 
 
                              
 
Abb. 13: Aufbau der Glass-Technik (David L. Cockroft 1997) 
 
Diese Technik wurde in der Forschung weiter angewandt und modifiziert (Trowell 
1954; Lewis und Irving 1970). 




Diese Methode wurde entwickelt, um die Ernährung und den Stoffwechsel, einer in vit-
ro kultivierten Organ Kultur, zu beobachten (Trowell 1954). Beim Aufbau dieser Tech-
nik wurde versucht in-vitro-Bedingungen für Zellen zu schaffen, die in-vivo-
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Bedingungen nachahmen (Fell 1969). Die Technik wurde folgendermaßen aufgebaut: In 
eine flache Glasschale mit einem Durchmesser von 4 cm und einer Tiefe von 1 cm (D) 
wurde eine Trägerstruktur aus engmaschigem Flechtwerk aus Metalldraht mit einer 
Oberfläche von 25 mm × 25 mm und auf kurze, 4 mm hohe Beine gestellt (A, G). Da-
nach wurde das Medium gegeben, so dass der äußere Mediumstand (F) 1 mm niedriger 
als die Oberfläche des Papiers lag. Auf die Trägerstruktur wurde das Zellpellet an der 
Medium-Luft-Interphase kultiviert. Diese Trägerstruktur bestand aus engmaschigem 
Flechtwerk aus Metalldraht. Die Diffusion von Nährstoffen erfolgte durch die Poren des 
Papierfilters. L stellte den verriegelten Deckel dar (Trowell 1954). 
Diese Kultur wies folgende Vorteile auf: Sie stellte adäquates Material für die Analyse 
bereit, ermöglichte den Mediumwechsel, das flüssige Medium konnte beliebig, aber 
genau definiert chemisch zusammengesetzt werden, sowie die gasförmige Umgebung 
konnte kontrolliert werden (Trowell 1954).  
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II Material und Methoden 
 
Die experimentelle Arbeit und ihre Auswertung wurden im Labor für Biomechanik und 
experimentelle Orthopädie an der Orthopädischen Klinik und Poliklinik, Campus Groß-
hadern, der Ludwig-Maximilians-Universität durchgeführt. 
1. Zellkultur 
1.1 Humane mesenchymale Stammzellen 
Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden von der Firma Lonza erworben. 
Die Charakterisierung als mesenchymale Stammzellen wurde durch die Firma gewähr-
leistet. Eine Expression der Oberflächenmarker (CD 105, CD 166, CD 29, CD 44) 
durch die Zellen konnte nachgewiesen werden. Eine Differenzierung in Richtung der 
chondrogenen, osteogenen und adipogenen Linie wurde durch unsere Arbeitsgruppe 
nachgewiesen (Mayer-Wagner et al. 2010). 
 
1.2 Differenzierung von hMSCs in Richtung der chondrogenen Linie 
Vor der Differenzierung der hMSCs in Membran- oder Pellet-Kultur wurde ein Teil der 
hMSCs während der Proliferation in Passage 6 mit 5 ng/ml basic fibroblast growth fak-
tor (bFGF) (RELIATech GmbH, Wolfenbüttel, Deutschland) stimuliert. Das Erhal-
tungsmedium setzte sich aus α-MEM (Biochrom AG, Berlin, Deutschland), 10 % feta-
lem Kälberserum (FCS) (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich) und 0,6 % 
Penicillin-Streptomycin (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) zusammen. Die Aussaat-





Im Anschluss wurden nicht stimulierte und mit bFGF stimulierte hMSCs in Passage 7 in 
zwei Kultursystemen, der Membran-Kultur (ca. 1×10
6 
Zellen pro Pellet) und der Pellet-
Kultur (ca. 2×10
5 
Zellen pro Pellet), in Richtung der chondrogenen Linie über 21 Tage 
differenziert. Das Medium für die chondrogene Differenzierung setzte sich aus Dulbec-
co-MEM (high glucose) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland), 40 IU/ml Penicillin-
Streptomycin (Biochrom AG, Berlin, Deutschland), 0,1 µM Dexamethason, 0,195 mM 
L-Asc-2-Phosphat, 0,35 mM L-Prolin, 1×Insulin-Transferrin-Selenit Zusatz (IST) +1 
(10 mg/L Insulin aus Rinderpankreas, 5,5 mg/L humanes Transferrin, 5 µg/L Sodium 
Selenit, 0,5 mg/mL bovines Serum Albumin, 4,7 µg/mL Linolsäure) und 1,25 mg/mL 
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FCS (alle von Sigma Aldrich GmbH, Darmstadt, Deutschland); 1mM Natriumpyrovat 
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland) zusammen. 
Hierbei wurden die Wachstumsfaktoren rh-bFGF (5ng/ml) (RELIATech GmbH, Wol-
fenbüttel, Deutschland) und rh-TGF-β3 (10 ng/ml) (R&D Systems, Minneapolis, Min-
nesota, USA), in unterschiedlichen Kombinationen, je nach Differenzierungsgruppe, 
dem Differenzierungsmedium zugesetzt. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 3-4 Tage. 
 
1.3 Splitten der Zellen 
Bei 70 % Konfluenz wurden die hMSCs mit 0,5 % Trypsin-Lösung für 4 Min bei 37 
o
C 
im CO2 Inkubator (Binder, Tuttlingen, Deutschland) behandelt. Die Lösung bestand aus 
45 ml Aqua dest. (B. Braun Melsungen AG , Melsungen, Deutschland) und 5 ml 0,5 % 
Trypsin / 0,2 % EDTA (Biochrom AG, Berlin, Deutschland). 
Nach mikroskopischer Kontrolle der Zellablösung wurde die Wirkung des Trypsins mit 
serumhaltigem Medium inaktiviert. Nach der Zentrifugation bei 400 g bei 20 
o
C für 5 
Min (Multifuge1L-R, Heraeus, Thermo Elektron Korporation, Karlsruhe, Deutschland) 
wurde das Zellpellet zum Ansatz von Pellet- und Membran-Kulturen verwendet. 
 
1.4 Zellzahlbestimmung 
Die Zahl vitaler Zellen wurde bestimmt, indem die Zelllösung mit dem Farbstoff Try-
pan Blau 0,4 % (Gibco Invitrogen Korporation, Karlsruhe, Deutschland) 1:1 verdünnt 
wurde. Aufgrund der Durchlässigkeit der Membran toter Zellen, im Gegensatz zur 
Membran lebender Zellen, ist mit diesem Farbstoff eine Auszählung möglich. Die Zell-
zahl wurde mittels Neubauer Zählkammer ermittelt und durch die Formel: gemittelte 
Zellzahl × 2 (10 µl Zelllösung zu 10 µl Trypan Blau) × 10
4
 × Volumen (ml) die gesamte 
Zellzahl errechnet. 
 
1.5 Einfrieren der Zellen 
Nach der Zentrifugation der Zellen bei 400 g für 5 Min bei 20 
o
C wurden diese im Ein-
friermedium im Verhältnis bis 7×10
5
 Zellen pro 1 ml resuspendiert und bei -80 
o
C ein-
gefroren (Gefrierschrank HERA freeze, Heraeus, Thermo Elektron Korporation, 
Karlsruhe, Deutschland). Das Einfriermedium setzte sich aus 85 % dem hMSC-
Erhaltungsmedium (siehe 1.2), 5 % FCS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-
reich) und 10 % DMSO (VWR Merck, Darmstadt, Deutschland) zusammen. 
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Abb. 15: Technik der Pellet-Kultur 
Das Zellpellet befindet sich im Nährmedium (Computergrafische Darstellung von Lars Schliack). 
1.6 Hochdichte dreidimensionale Zellkultursysteme 
Die Differenzierung der hMSCs in Richtung der chondrogenen Linie erfolgte in hoch- 
dichten dreidimensionalen Zellkultursystemen. 
Die Zellkulturen wurden im CO2 Inkubator unter 37 
o




Zum Ansetzen der Pellet-Kultur wurde die Zellsuspension auf 2×10
5
 Zellen pro 1 ml 
standardisiert. Pro Pellet-Kultur wurde 1 ml in Polypropylen-Röhrchen (TPP, 
Trasadingen, Schweiz) bei 400 g, bei Raumtemperatur (RT) für 5 Min zentrifugiert. Die 
Zellen wurden im CO2 Inkubator (Binder, Tuttlingen, Deutschland) mit halbaufgedreh-
ten Deckel zum Gasaustausch kultiviert. 



















   Pellet 
Medium 
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Abb. 17: Die Membran-Kultur 
Das Zellpellet befindet sich an der Gas-Nährmedium-Grenze (Computergrafische Darstellung  
von Lars Schliack). 
 
1.8 Membran-Kultur 
In eine Petrischale (Nunc, Roskilde, Dänemark) wurde ein aus nichtrostendem Stahl 
geformtes Gitter eingelegt und das Differenzierungsmedium (siehe 1.2) wurde auf das 
Gitter in die Petrischale gegeben. Ein Filter aus Zelluloseacetat mit der Porengröße 0,2 
µm (Sartorius AG, Göttingen, Deutschland) wurde auf das Gitter aufgelegt. Die vorbe-
reiteten Petrischalen wurden für 30 Min im Brutschrank bei 37 
o
C inkubiert. 
Die Zellsuspension aus Medium und hMSCs wurde bei 400 g bei 20 
o
C für 5 Min zent-
rifugiert, 8 µl wurden mit einer steril abgeschnittenen Pipettenspitze (Biozym Scientific 
GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland) auf die Membran pipettiert. 
Das Metalldrahtgitter (Maschenweite 0,63 mm, Drahtstärke 0,22 mm) bestand aus 
nichtrostendem Stahl (X5CrNiMo17-12-2, V4A, WSt.-Nr.:1.4401; Hagener Feinstahl, 
GmbH, Hagen, Deutschland). 
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2. Molekularbiologische Analyse 
Diese Kulturen aus zu Chondrozyten differenzierten hMSCs wurden molekularbiolo-
gisch mittels quantitativer Real-Time-quantitativer-Polymerase-Kettenreaktion (engl. 
Polymerase Chain Reaction, qRT-PCR) auf Expression typischer Marker der Chondro-
genese, auf Expression humaner Gene für Kollagen Typ II (COL2A1) und für Aggrekan 
(ACAN). Außerdem wurden die Zellkulturen auf Expression humaner für hyalinen 
Knorpel nicht typische Gene für Kollagen Typ I (COL1A2) und für Kollagen Typ X 
(COL10A1) untersucht. Die quantitative PCR wurde in einem LightCycler (Roche 
Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) durchgeführt. 
 
2.1 RNA - Isolierung 
Die Arbeiten wurden unter RNAse freien Bedingungen durchgeführt. Vor der mRNA-
Isolierung wurden die Kulturen zunächst angedaut, indem sie mit 1 mg/ml Proteinase K 
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) pro Probe bei 56 
o
C für 1 
Stunde im Wasserbad (Thermomixer comfort, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) 
behandelt wurden. Die Wirkung von Proteinase K wurde bei -20 
o
C inaktiviert. An-
schließend wurden die Zellkulturen durch eine Lösung, die aus 10 ml 100 % RNeasy 
Lysis Buffer (RLT-Buffer) und 100 µl 100 % beta-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich 
GmbH, Deisenhofen, Deutschland) besteht, homogen lysiert und bei -80 
o
C gelagert. 
Die Durchführung der mRNA-Isolation erfolgte mittels RNeasy Mini Kits (Qiagen 
GmbH, Hilden, Deutschland) unter standardisierten Bedingungen. Die isolierte mRNA 
wurde in RNase freiem Wasser in 12 µl bei -80 
o
C gelagert. 
Die Messung der mRNA-Konzentration erfolgte im Photometer (RNA/DNA Kalkulator 
Gene Quant II, Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) mittels der optischen Dichte. 
 
2.2 cDNA - Synthese 
Die Synthese von cDNA erfolgte pro Ansatz aus 1 µg der isolierten RNA. Mittels 
cDNA-Synthese Kit (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) wurde jeweils eine 
Probe mit dem kompletten Reaktionsansatz versetzt, der aus folgenden Zusätzen be-
stand: 
- 25 mM MgCl2, 
- Reverse Transkriptase (RT) -10×Puffer (100 mM Tris-HCl, 500 mM KCl, 1 % Tri-
ton® X.100), 
- 10 mM dNTP Mix,  
                                                                                                     Material und Methoden 
28 
 
- 2500 Units Recombinant RNAse Ribonuclease Inhibitor, 
- 1500 Units AMV Reverse Transkriptase, 
- High Concentrate (0,1 M Kaliumphosphat, 0,2 % Triton X®-100, 2 mM DDT und  
50 % Glycerol), 
- 0,5 mg/ml Random Primer in H2O, 
- 1,2 Kb positive Kontroll-RNA (0,5 mg/ml in H2O), 
- 0,5 mg/ml Oligo (dT) Primer in H2O. 
Die reverse Transkription der cDNA von mRNA erfolgte im Thermocycler (DNA En-
gine, Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland). Die zuvor synthetisierte 
cDNA wurde bei - 20 
o
C (Bosch Thermotechnik GmbH, Buderus, Wetzlar, Deutsch-
land) gelagert. 
 
2.3 Real-Time PCR  
Hierbei wurden folgende LightCycler®-Primer (Search LC GmbH, Heidelberg, 
Deutschland) verwendet: humanes Cyclophilin B (CPB), humanes Kollagen Typ I α2, 
humanes Kollagen Typ II α1, humanes Kollagen Typ X α1 und humanes Aggrekan. 
Die Durchführung erfolgte auf Eis unter standardisierten Bedingungen mittels Kits 
Light Cycler Master SYBR Green I (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 
Deutschland). Zunächst wurden die zu bestimmenden cDNA-Proben 1:10 mit H2O ver-
dünnt. Außerdem wurden Standardverdünnungen (pro Primer Set) 1:10, 1:100, 1:1000 
verwendet. Als Negativkontrolle wurde H2O verwendet. Jede Probe wurde mit dem 
folgenden kompletten Reaktionsansatz versetzt: 6 µl H2O, 2 µl Light Cycler Primer, 2 
µl SYBR Green Mix (lichtgeschützt). Nach der Zentrifugation (Thermomixer comfort, 
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei 2000 upm 30 Sek wurden die Proben in den 
Rotor gesetzt und folgendermaßen weiterbearbeitet: Denaturierung bei 95 
o
C für 10 
Min, Denaturierung 95 
o
C für 1 Sek, Primerannealing–primerabhängig 5 Sek, Elongati-
on 72 
o
C für 20 Sek, Schmelzkurve von 65 
o
C bis 95 
o
C, Aufbewahrung bei 4 
o
C. 
Die Fluoreszenz von SYBR Green, dem interkalierenden DNA-Farbstoff, wurde bei  
72 
o
C detektiert. Die Quantifizierung erfolgte durch die Fluoreszenz-Messungen wäh-
rend eines PCR-Zyklus, wobei die Fluoreszenz proportional der Menge der PCR-
Produkte zunahm. Die Daten wurden mittels der Software LightCycler Version 3 (Ro-
che Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland) analysiert. 
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Danach erfolgte die relative Quantifizierung der Daten, basierend auf der Normalisie-
rung der Expressionsergebnisse. Dabei wird die Genexpression der untersuchten Ziel-
gene auf das nicht regulierte Housekeeping-Gen Cyclophilin B bezogen. 
Die Auswertung und graphische Darstellung der Expressionswerte von Daten erfolgte 
mittels des Tabellenkalkulationsprogramms Excel 2007. 
 
2.4 Anfertigung von histologischen Schnitten 
Nach den Kulturen wurden die Pellets in PBS (Apotheke LMU München) gewaschen 
und mit 100 % Methanol (Merck AG, Darmstadt, Deutschland) für 5 Min fixiert. Dann 
wurden sie mit 5 % Sucrose in PBS bei 4 °C für 30 Min mit Tissue Tek® (Sakura 
Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, Holland) in Cryomoldchen (Sakura Finetek Europe 
B.V., Zoeterwoude, Holland) eingebettet. 
Die Gewebeschnitte wurden mithilfe eines Mikrotoms (Leica Instruments GmbH, 
Nussloch, Deutschland) in 10 µm Dicke bei - 22 °C gefertigt. Auf Objektträger Menzel-
Gläser® Super Frost® Plus (Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, Deutschland) 
aufgezogene Histoschnitte wurden über Nacht bei Raumtemperatur (RT) an der Luft 
getrocknet. Anschließend wurden die Schnitte mit Aceton (Merck, Darmstadt, Deutsch-
land) für 10 Min fixiert, dann an der Luft bei RT für 30 Min getrocknet und bei - 20 °C 
(Premium NoFrost Dura Freez, Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland) gelagert. 
 
2.5 Alcian Blau Färbung 
Unmittelbar vor der Färbung wurden die Schnitte für 15 Min aufgetaut und zuerst kurz 
in Aqua dest. (Apotheke, LMU, München) und anschließend in 3 % Essigsäure (VWR 
Prolabo, Darmstadt, Deutschland) für 3 Min gewaschen. Anschließend wurden die 
Schnitte in einer Lösung aus 1 % Alcian Blau (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Deisenhofen, Deutschland) und 3 % Essigsäure (VWR Prolabo, Darmstadt, Deutsch-
land) (pH 2,5) für 60 Min gefärbt. Danach wurden die Schnitte erneut in 3 % Essigsäure 
und anschließend in Aqua dest. für 1 Min gewaschen. Dann wurden sie mit einer Lö-
sung aus 0,1 % Kernechtrot (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) 
und 5 % AlSO4 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) für 5 Min 
gegengefärbt. Nach dem Waschen in Aqua dest. für 1 Min wurden die Schnitte zweima-
lig mit Ethanol (Apotheke, LMU München) in ansteigender Konzentration (40 % -100 %) 
dehydratisiert. Mit zweimaliger Behandlung in 100 % Xylol (Merck AG, Darmstadt, 
                                                                                                     Material und Methoden 
30 
 
Deutschland) erfolgte die Entparaffinisierung der Schnitte. Die Schnitte wurden in DPX 
(Fluka, Neu-Ulm, Deutschland) eingebettet. 
 
2.6 Immunhistochemische Färbung 
An der Luft für 15 Min aufgetaute Schnitte wurden in PBS (PAA Laboratories GmbH, 
Pasching, Österreich) mit 0,1 % Tween20 (Merck AG, Darmstadt, Deutschland) für 15 
Min gewässert. Anschließend wurde die endogene Peroxidase mit 30 % Wasserstoffpe-
roxid (Merck AG, Darmstadt, Deutschland) für 30 Min blockiert. 
Nach dem Waschen in PBS mit 0,1 % Tween20 Lösung für 5 Min erfolgte der Enzym-
verdau mit 0,25 U/ml Chondroitinase (ABC from vulgaris, Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH, Deisenhofen, Deutschland) in 100 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan pH 
7,0 (Merck AG, Darmstadt, Deutschland) mit 0,02 % Bovine Serum Albumin (BSA) 
pH 8 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) und mit 60 mM 
Sodium Acetat (Merck AG, Darmstadt, Deutschland). Unspezifische Bindungsstellen 
wurden mit 5 % Ziegenserum (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) in PBS 
mit 3 % BSA für 60 Min bei Raumtemperatur blockiert. Anschließend wurden die 
Schnitte mit einer Kollagen Typ II-Antikörper enthaltenden Lösung bei 4 °C über Nacht 
behandelt. Hierbei wurde ein monoklonaler Maus Anti-Human Kollagen Typ II Anti-
körper CIIC1 (Developmental Studies Hybridoma Bank, Univ. Iowa, Iowa, USA) in  
0,1 % Tween-Lösung mit 1 % BSA 1:6 verdünnt. 
Nach dem Waschen in PBS mit 0,1 % Tween20 erfolgte die Behandlung der Schnitte 
für 60 Min bei Raumtemperatur mit Anti-Maus Biotin Immunoglobulin G vom Pferd 
(Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA), das in PBS mit 0,1 % Tween20 1:200 
verdünnt wurden. 
Nach dem dreimaligen Waschen in PBS mit 0,1 % Tween20 wurden die Schnitte mit 
Avidin-Biotin-Complex (ABC) (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) nach An-
gaben des Herstellers für 30 Min bei RT behandelt, danach erfolgte dreimaliges Wa-
schen in PBS mit 0,1 % Tween20. 
Anschließend wurden die Schnitte mit 3,3-Diaminobenzidin (DAB) nach Angaben des 
Herstellers für 8 Min bei RT gefärbt. Hier wurde der DAB Substrat Kit Peroxidase SK-
4100 (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) verwendet. 
Nach dem Stoppen der Färbung mit Leitungswasser erfolgte die Dehydratisierung der 
Schnitte mit aufsteigender Alkoholreihe (40 % - 100 %) und zweimaliger Behandlung 
mit 100 % Xylol zur Entparaffinisierung. 
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Anschließend wurden die Histoschnitte mit DPX (Fluka, Neu-Ulm, Deutschland) ein-
gedeckt. 
Die Dokumentation der gefärbten Histoschnitten erfolgte mithilfe von Axio Vision, 
Immersol® im Mikroskop Axioskop 40 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland). 
 







1. Expression knorpelspezifischer extrazellulärer Moleküle 
Dieses Diagramm zeigt die Kollagen Typ II α2 (COL2A1)-Expression der hMSCs in 





Die Membran-Kulturen aller Differenzierungsgruppen exprimierten kein COL2A1. 
In der Pellet-Kultur synthetisierten die mit FGF vorstimulierten hMSCs, die in Passage 











Abb. 18: Relative Quantifizierung von COL2A1 auf mRNA-Ebene mittels Real-Time PCR 
Die Expression von COL2A1 wurde auf die Expression von Cyclophilin B bezogen. 
Es erfolgte die Vorstimulation mit oder ohne FGF und die Differenzierung zum einen mit TGF-β3, zum 
anderen mit FGF und TGF-β3. 
 
 
Abb. 19: Immunhistochemischer Nachweis von COL2A1 in der Pellet-Kultur 
Die immunhistochemische Färbung mit DAB Detektion von Kollagen Typ II. Ausschnitt aus einer Pellet-
Kultur, bei der eine Vorstimulierung von hMSCs mit bFGF mit nachfolgender Differenzierung in Passage 7 
mit TGF-β3 über 21 Tage erfolgt war. 
Vorstimulation 
Differenzierung 




Abb. 20: Relative Quantifizierung von ACAN auf mRNA-Ebene mittels Real-Time PCR 
Die Expression von ACAN wurde auf die Expression von Cyclophilin B bezogen. 
Es erfolgte die Vorstimulation mit oder ohne FGF und die Differenzierung zum einen mit TGF-β3, zum 




Membran-Kulturen und Pellet-Kulturen, die nicht mit FGF vorstimuliert wurden, wie-
sen keine COL2A1-Expression auf. Weder die Zugabe von TGF-β3 noch die Zugabe 
von TGF-β3 und FGF führte in diesen Kulturen zur Expression von COL2A1. 
 
Dieses Diagramm zeigt die Expression von Aggrekan in Membran-Kulturen und Pellet-
Kulturen. Die Vorstimulation erfolgte, wie in Abb. 20 zu sehen ist, teilweise unter Zu-
gabe von FGF. Die Differenzierung erfolgte unter Zugabe einerseits nur von TGF-β3, 
andererseits von FGF und TGF-β3. 
 
 
Die Membran-Kulturen exprimierten ACAN in den folgenden Gruppen: 
Die mit FGF vorstimulierten hMSCs, die in Passage 7 mit TGF-β3 über 21 Tage diffe-
renziert wurden, produzierten sowohl in Membran-Kulturen wie auch in Pellet-Kulturen 









Abb. 22: Histologischer Nachweis von Proteoglykanen in der Membran-Kultur (A) und in der Pellet-
Kultur (B), die nicht mit FGF vorstimuliert und in Passage 7 mit TGF-β3 und FGF differenziert wurden.  
Alcian Blau Färbung. 
Die folgenden Abbildungen 21 und 22 zeigen histologische Nachweise von Proteogly-










Die nicht vorstimulierten hMSCs, die mit beiden Wachstumsfaktoren FGF und TGF-β3 
in Passage 7 differenziert wurden, synthetisierten in der Membran-Kultur mehr ACAN, 
als in der Pellet-Kultur. Verglichen mit der mit bFGF vorstimulierten Gruppe produzier-










Die nicht vorstimulierten hMSCs, die in Passage 7 mit TGF-β3 differenziert wurden, 
wiesen kein ACAN sowohl in der Membran-Kultur, als auch in der Pellet-Kultur auf. 
Abb. 21: Histologischer Nachweis von Proteoglykanen in der Membran-Kultur (A) und in der Pellet- 
Kultur (B), die mit FGF vorstimuliert und in Passage 7 mit TGF-β3 differenziert wurden. 
AAlcian Blau Färbung. 
B       Pellet-Kultur A       Membran-Kultur 
B     Pellet-Kultur A     Membran-Kultur 
 




Die nicht vorstimulierten hMSCs, die in Passage 7 ohne Wachstumsfaktoren differen-
ziert wurden, wiesen kein ACAN sowohl in der Membran-Kultur, als auch in der Pellet-
Kultur auf. 
 
2. Expression fibroblastäres Kollagen Typ I 
Die Versuche zeigten, in welcher Gruppe die hMSCs in Passage 7, die in Richtung der 






In Membran-Kulturen produzierten die Kulturen am meisten Kollagen Typ I α2, die 
nicht vorstimuliert und mit TGF-β3 differenziert worden waren. 
Die Membran-Kulturen, die mit bFGF vorstimuliert und mit TGF-β3 differenziert wor-
den waren, produzierten mehr COL1A2, als die vergleichbaren Pellet-Kulturen. 
Die Membran-Kulturen, die nicht vorstimuliert und mit TGF-β3 differenziert worden 
waren, produzierten mehr COL1A2, als die vergleichbaren Pellet-Kulturen. 
Abb. 23: Relative Quantifizierung von COL1A2 auf mRNA-Ebene mittels Real-Time PCR 
Die Expression von COL1A2 wurde auf die Expression von Cyclophilin B bezogen. 
Es erfolgte die Vorstimulation mit oder ohne FGF und die Differenzierung zum einen mit TGF-β3, zum 








Die Kontrollgruppen, in denen hMSCs nicht vorstimuliert wurden und die ohne Wachs-
tumsfaktoren in Passage 7 differenziert wurden, exprimierten kein COL1A2. 
 
3. Expression des Hypertrophiemarkers Kollagen Typ X 
Es konnte gezeigt werden, in welcher Gruppe die hMSCs in Passage 7, die in Richtung 






Die mit FGF vorstimulierten hMSCs, die mit TGF-β3 differenziert wurden, wiesen eine 
höhere Expression von COL10A1 in der Membran-Kultur, als in der Pellet-Kultur auf. 
Die nicht mit FGF vorstimulierten hMSCs, die mit TGF-β3 und FGF differenziert wor-
den waren, wiesen nahezu die gleiche Expression von COL10A1 in der Membran-
Kultur und in der Pellet-Kultur auf. Diese Membran-Kulturen synthetisierten weniger 
COL10A1, als die mit FGF vorstimulierten Membran-Kulturen. 
Die nicht mit FGF vorstimulierten hMSCs, die nur mit TGF-β3 differenziert worden 




Abb. 24: Relative Quantifizierung von COL10A1 auf mRNA-Ebene mittels Real-Time PCR 
Die Expression von COL10A1 wurde auf die Expression von Cyclophilin B bezogen. 
Es erfolgte die Vorstimulation mit oder ohne FGF und die Differenzierung zum einen mit TGF-β3, zum 








1. Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen 
Knochenbildende Vorläuferzellen aus dem Knochenmark einer Ratte wurden erstmals 
1968 beschrieben (Friedenstein et al. 1968). Caplan bezeichnete eine Bindegewebsvor-
läuferzelle als mesenchymale Stammzelle (MSC), die Bestandteil des Knochenmark-
stromas ist und daraus isoliert werden kann (Caplan 1991, 1994). 






















Abb. 25: Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen (Caplan 1994) 
 
Aufgrund ihrer Multipotenz kommen adulte humane mesenchymale Stammzellen (Frie-
denstein et al. 1976; Pittenger et al. 1999) für die Proliferations- und chondrogene Dif-
ferenzierungsabläufe analysierenden in-vitro-Versuche als zelluläres Differenzierungs-
modell in Frage (Bruder et al. 1998; Li et al. 2004). Das chondrogene Potential von 
MSCs konnte durch die in-vitro-Differenzierung von MSCs in die chondrogene Rich-
tung unter dem Einfluss verschiedener Faktoren gezeigt werden (Pittenger et al. 1999; 
Caplan u. Bruder 2001; Ji et al. 2009; Lee et al. 2004). 
 
Als Zelldifferenzierung wird eine Spezialisierung der Zellfunktion bezeichnet. Dabei 
finden Differenzierungsprozesse in einer undifferenzierten Zelle statt, die mit Verände-
rungen der Zellstrukturen einhergehen. Anschließend kann die differenzierte Zelle nur 
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bestimmte Funktionen durchführen, dafür aber mit größerer Leistung (Junqueira et al. 
1996). So entsteht bei der chondrogenen Differenzierung einer mesenchymalen Stamm-
zelle ein Chondrozyt, dessen Funktion darin besteht, die Bestandteile der eigenen extra-
zellulären Matrix, vor allem Proteoglykane und Kollagen Typ II, in großen Mengen zu 
synthetisieren. Aus diesen wird das Knorpelgewebe aufgebaut, dessen biomechanische 
Eigenschaften die Stützfunktion ermöglichen. 
Unterschiedliche Faktoren, die in Abb. 26 links von der schematischen Zelle zu sehen 
sind, induzieren den Differenzierungsprozess von Zellen in eine im Bereich der Multi-















Abb. 26: Faktoren der Zelldifferenzierung (Franke 1995) 
 
Während der Chondrogenese in vivo migrieren mesenchymale Stammzellen zu Orten 
des künftigen embryonalen Skeletts. In diesen Ansammlungen vermehren sich die 
MSCs und differenzieren sich zu Chondrozyten. Diese Prozesse werden reguliert, in-
dem MSCs einerseits durch die Zell-Zell-Kontakte miteinander agieren, andererseits 
parakrin durch die Wachstumsfaktoren, die sie selbst synthetisieren und in die Umge-
bung sezernieren und die Differenzierung benachbarter Zellen beeinflussen. Außerdem 
wirken Wachstumsfaktoren auf MSCs autokrin und steuern die Differenzierung der ei-
genen Zelle. Zudem erfolgt die rückkoppelnde Steuerung der Differenzierung über die 
Rezeptoren der Zelle durch Moleküle der extrazellulären Matrix, die von den Zellen 
synthetisiert und sezerniert wurden (Solursh et al. 1989; Philp et al. 2005). Hormone 
und Vitamine nehmen auch an den Differenzierungsprozessen teil. 
Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Differenzierungsleistung von MSCs (Poole 
1991), sich in vitro in Richtung der chondrogenen Linie zu entwickeln (Johnstone et al. 
1998), sondern auch die Ausbildung der extrazellulären Matrix (knorpelähnliche 












Biochemische Produkte / 
Extrazelluläre Matrix 
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organoide Struktur) durch die entstehenden Zell-Zell-Interaktionen während der sponta-
nen Bildung von dreidimensionalen Zellaggregaten in vitro (Moscona 1961) gesteigert 
werden (Kaps et al. 2004). 
Außerdem wird der in-vitro-Differenzierungsprozess dadurch gefördert, dass zum 
Nährmedium die Differenzierung induzierende Faktoren gegeben werden, nämlich, zum 
einen physiologische Faktoren, wie Wachstumsfaktoren (z. B. der transformierende 
Wachstumsfaktor TGF-β), Hormone (z. B. Hydrokortison), Vitamine (z. B. Vitamin D) 
und anorganische Ionen (z. B. Selen), zum anderen nicht physiologische Faktoren (z. B. 
Dimethylsulfoxid). 
Darüber hinaus müssen bestimmte Bedingungen im Brutschrank vorkommen, unter 
denen die MSCs in vitro wachsen und sich chondrogen differenzieren können, nämlich, 
Raumtemperatur, Luftfeutigkeit, CO2- sowie O2-Gehalt. 
 
1.2 In-vitro-Herstellung künstlichen suffizienten Knorpelgewebes 
Eine suffiziente in-vitro-Chondrogenese aus MSCs konnte bis heute trotz intensiver 
Bemühungen nicht erfolgreich durchgeführt werden. 
Darauf weisen folgende Untersuchungsergebnisse der in Richtung der chondrogenen 
Linie differenzierten MSCs hin. Die hochregulierte Expression von 
fibroblastenspezifischem Kollagen Typ I, hochregulierte Expression von Hypertrophie - 
typischem Kollagen Typ X, unterregulierte Expression von knorpeltypischem Kollagen 
Typ II führen zum Aufbau einer insuffizienten Matrix, weswegen ein biomechanisch 
nicht stützfähiges Gewebe entsteht. 
Eine in-vitro-Rekonstruktion der spezialisierten Zellen und ihre Interaktionen im Gewe-
be, entsprechend der in-vivo-Situation, ist bis heute nicht erreicht worden. Man versucht 
die nur teilweise entschlüsselten Mechanismen der in-vivo-Chondrogenese (Cancedda et 
al. 1995; Maleski et al. 1996) in die in-vitro-Differenzierung von MSCs zu implemen-
tieren. 
 
1.3 In-vitro-Differenzierung von MSCs in dreidimensionalen (3D)-Zellkulturen  
MSCs können sich in Richtung der chondrogenen Linie (Solchaga et al. 1999; Adkisson 
et al. 2001) unter 3D-Kulturbedingungen in vitro differenzieren (Matsuda et al. 2005; 
Tortelli und Cancedda 2009). Für 3D-Kulturen gibt es verschiedene Techniken. 
Zum einen werden MSCs zur Differenzierung vorübergehend in bzw. auf eine dreidi-
mensionale Trägerstruktur (engl. scaffold) gebracht. Zur Herstellung dieser Trägerstruk-
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turen werden degradierbare, biokompaktible, allergenfreie und nicht zytotoxische 
Werkstoffe benötigt (Ratner 1996). Zudem dürfen die Abbauprodukte keinen Entzün-
dungsreiz und somit keine Abstoßreaktion, sowie keine Wundheilungsstörungen auslö-
sen. Darüber hinaus dürfen sie keinen negativen Einfluss auf das Differenzierungspo-
tential von MSCs haben. 
Die Auswirkungen von unterschiedlichen Materialien auf MSCs wird erforscht (Jäger et 
al. 2002; Neuß-Stein 2004). So zeigte sich zum Beispiel, dass degradierbares Fibrin für 
hMSCs günstige Proliferation- und Adhärenzbedingungen schafft (Bensaid et al. 2003). 
Bei der Evaluation von Biowerkstoffen durch Progenitorzellen mit chondrogenem Po-
tential zeigten sowohl synthetische Werkstoffe wie Polylactid-Caprolacton (LAICL), 
Polyvinyl (PVF) (Aung et al. 2002), D, D-L, L-Polylacid (Nöth et al. 2002), als auch 
natürliche Materialien wie Alginat (Bonaventure et al. 1994; Weber et al. 2002), Hyalu-
ronsäure (Butnariu-Ephrat et al. 1996), Kollagen (Wakitani et al. 1998) als Trägermatri-
zes chondrogene Potenz. Die Untersuchungen von physikalischen Matrix-Eigenschaften 
zeigten einen Einfluss der Elastizität der Matrix auf die in-vitro-Differenzierung von 
MSCs (Engler et al. 2007). 
Schwierigkeiten treten beim Einpflanzen der Zellen in eine 3D-Trägerstruktur und bei 
ihrer Verknüpfung mit nativem Knorpel auf. Außerdem wirken ihre Abbauprodukte auf 
den Knorpel (Hegewald 2006). Statt einer Gleichbesiedelung platzieren sich die Zellen 
in oberflächliche Schichten der 3D-Trägerstruktur. Dadurch werden Zell-Zell-Kontakte 
in 3D-Trägerstrukturen erschwert, die die Differenzierung einleiten. Im Zentrum einer 
3D-Trägerstruktur wird die Entstehung von Gewebe dadurch verhindert, dass nicht viele 
Zellen ins Zentrum der 3D-Trägerstruktur migrieren. Außerdem sind die Ernährung von 
zentral gelegenen Zellen und der Abtransport ihrer Stoffwechselprodukte aus dem Zent-
rum einer 3D-Trägerstruktur reduziert. Die Qualität des Transplantates wird dadurch 
verschlechtert. Darüber hinaus besteht eine erhöhte Empfindlichkeit von MSCs gegen 
einen mechanischen Reiz bei der Zellaussaat auf eine Trägermatrix mit Auslösung 
metabolischer Zelldysfunktionen (Domm et al. 2000), wodurch die Zelldifferenzierung 
negativ beeinflusst werden kann.  
 
Gegenüber der Kultivierung in einer 3D-Trägerstruktur stellt die trägerfreie hochdichte 
Zellkultivierung bessere Bedingungen für mesenchymale Stammzellen und deren 
chondrogene in-vitro-Differenzierung zur Herstellung eines Transplantates zur Verfü-
gung. 
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Beim Einsatz hochdichter Kultur wird eine große Anzahl an MSCs durch Zentrifugation 
der Zellsuspension in Kontakt gebracht. Diese Sedimentation von MSCs ähnelt dem in-
vivo-Prozess der Kondensation von MSCs (Thorogood und Hinchliffe 1975; Poole 
1991). Bei der Kondensation von MSCs in der Embryogenese handelt es sich um eine 
Ansammlung mesenchymaler Stammzellen an spezifischen Stellen des künftigen emb-
ryonalen Skelettes. Dabei entwickeln MSCs Kontakte untereinander, agieren, proliferie-
ren und differenzieren sich zu Chondrozyten (Yang et al. 2009). Diese Zellinteraktionen 
regulieren die Chondrogenese in der embryonalen Entwicklung (Maleski et al. 1996; 
Toole 2001). 
Die Zellinteraktionen fördern die in-vitro-Differenzierung von mesenchymalen Stamm-
zellen (Thorogood et al. 1975; Poole 1991; Zimmermann et al. 1990; Li et al. 2004), als 
auch die Redifferenzierung von dedifferenzierten Chondrozyten (Koch und Gorti 2002). 
 
Die rückkoppelnde Regulation der in-vivo-Differenzierung von MSCs erfolgt durch die 
Interaktionen extrazellulärer Matrixmoleküle (ECM) über Zellrezeptoren (Integrine) 
(Häusler et al. 2002), deren zytoplasmatische Domänen mit Signaltransduktions- und 
Zytoskelettproteinen interagieren (Hynes 1992). Dadurch werden Adhäsion, Migration, 
als auch die Differenzierung von Chondrozyten reguliert (Solursh 1991; Cancedda 
1995; Hynes 2002). So führt eine Blockade der Zell-ECM-Komponenten-Interaktionen 
sowohl zu einer geringeren Zellproliferation in Pellet-Suspensionskulturen (Enomoto-
Iwamoto et al. 1997), als auch zur Inhibition des Wachstums (Hirsch et al. 1997) und 
der Zellmigration (Aszodi et al. 2003). 
Außerdem wird der Ablauf der molekularen Steuerung der in-vitro-Differenzierung von 
MSCs in hochdichten Zellkulturen begünstigt. Die molekulare Steuerung der chondro-
genen Differenzierung von MSCs in vivo erfolgt durch parakrine Signale unterschiedli-
cher Wachstumsfaktoren und Hormone (Vortkamp 2003). 
 
Darüber hinaus ist eine gleichmäßige Ansiedelung der Zellen in hochdichten Zellkultu-
ren im Gegensatz zur ungleichmäßigen Zellbesiedelung von 3D-Trägerstrukturen mög-
lich. 
 
Die in-vitro-Differenzierung von MSCs in Richtung der chondrogenen Linie in träger-
freien hochdichten Zellkulturen liefert auch Erkenntnisse, welche Unterschiede bei der 
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Ausbildung von Knorpelgewebe eine Rolle spielen, wie z. B. die Zellenart, Technik der 
Kultur und die Anzahl der Zellpassagen. 
 
Heutzutage sind mehrere Techniken trägerfreier hochdichter 3D-Kulturen entwickelt 
worden. Dazu gehören sowohl die Pellet-Kultur (Johnstone et al. 1998), das Transwell-
System (Corning Incorporated, Schiphol-Rijk, Holland), in denen MSCs unter stati-
schen Konditionen differenziert werden (Maeda et al. 2010), als auch die Rotationskul-
tur (Furukawa et al. 2007), in der MSCs unter dynamischen Konditionen differenziert 
werden. 
 
2. Vergleich zweier trägerfreier 3D-Kultursysteme bei der chondrogenen Diffe-
renzierung von hMSCs  
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei statische hochdichte Kultursysteme, die Pellet- 
(PK) und die Membran-Kultur (MK), verglichen. Es wurde das chondrogene Potential 
von hMSCs bei hoher Zelldichte einerseits in flüssigem Nährmedium (PK), andererseits 
an der Grenze zwischen Luft und Nährmedium (MK) untersucht. 
 
Die Pellet-Kultur (Johnstone et al. 1998) ist eine etablierte Kulturform für die Untersu-
chungen der chondrogenen in-vitro-Differenzierung von MSCs im Medium (Mackay et 
al. 1998). 
Für die in-vitro-Zelldifferenzierung an einer Luft-Medium-Interphase existieren ver-
schiedene Techniken der Kultivierung an Grenzen zwischen flüssigem Medium und 
Atmosphäre (Air-Lift-Kulturen). 
Die Technik der Membran-Kultur wurde von Fell bereits 1928 beschrieben und im Ver-
lauf der Zeit modifiziert (Fell und Robison 1929). Nach der Modifikation durch 
Trowell, der sie als Organ culture bezeichnete (Trowell 1954), wird sie bis heute ange-
wendet. So wurde sie für die Kultivierung von adulten Chondrozyten etabliert (Schulze-
Tanzil et al. 2002). Die Membran-Kultur, als Differenzierungsmodell an der Luft-
Medium-Interphase, hat gegenüber der Pellet-Kultur folgende Vorteile: 
a) Die Ausbildung eines eigenen Milieus, so dass die Konzentration der eigenen produ-
zierten Wachstumsfaktoren innerhalb des Zellpellets durch das Medium nicht verdünnt 
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wird. Dies könnte zur verbesserten Konditionierung des Milieus im sich entwickelnden 
Gewebe und zur Differenzierung der MSCs beitragen. 
b) Zudem wirkt der niedrige Sauerstoffpartialdruck im Zentrum des Zellpellets positiv 
nicht nur auf die Redifferenzierung von Chondrozyten (Trowell 1954; Domm et al. 
2002), sondern auch auf die Differenzierung von MSCs (Markway et al. 2009). 
 
2.1     Einfluss von Sauerstoff auf die chondrogene Differenzierung 
Molekularer Sauerstoff (O2) ist Oxidationsmittel und wird für die Oxidationsreaktionen, 
bei denen Energie für biochemische Reaktionen produziert wird, im Organismus benö-
tigt. 
Hyaliner Knorpel hat einen niedrigen Sauerstoffgehalt (Brighton et al. 1971; Lane et al. 
1977; Grimshaw et al. 2000). Die Sauerstoffkonzentration ist für die Aufrechterhaltung 
des chondrozytären Phänotyps verantwortlich. Bei der Dedifferenzierung von Chondro-
zyten liegt ein normaler Sauerstoffgehalt und bei ihrer Redifferenzierung ein niedrigerer 
Sauerstoffgehalt in vitro vor (Domm et al. 2002; Xu et al. 2007). 
Die Chondrogenese während der embryonalen Skelettentwicklung erfolgt in einer Mik-
roumgebung, die nur 1 % Sauerstoff enthält (Brighton et al. 1971). Wohingegen die in-
vitro-Chondrogenese erfolgreicher bei einer Sauerstoffkonzentration von 10 % – 15 % 
erfolgt (O`Driscoll et al. 1997; Grimshaw und Mason 2000). 
Bei den Pellet-Kulturen befand sich das Pellet im flüssigen Medium, in das aufgrund 
der niedrigen Löslichkeit wenig Sauerstoff aus der Gasphase (Luft) diffundierte. Die in 
der Pellet-Kultur differenzierten hMSCs synthetisierten knorpelspezifische Marker, wie 
Kollagen Typ II und Aggrekan, die auf mRNA-Ebene sowie histologisch nachgewiesen 
werden konnten (Ringe 2006; Slobodianski 2006). 
In der Membran-Kultur herrschte ein niedriger Sauerstoffgehalt im Zentrum des hoch-
dichten Zellpellets (Trowell 1954). Die Oberfläche der Pellets kontaktierte jedoch die 
Luft. Deswegen geht unsere Arbeitsgruppe davon aus, dass der atmosphärische Sauer-
stoff auf die Differenzierung von hMSCs hier eine Wirkung entfalten konnte. Die Luft-
phase (Atmosphäre) besteht aus 21 % Sauerstoff, 20 % Stickstoff, sowie aus geringen 
Mengen anderer Gasen. Die atmosphärische Sauerstoffkonzentration könnte die Diffe-
renzierung von hMSCs somit an der Oberfläche negativ beeinflusst haben. Die Bildung 
von Kollagen und der Zellmetabolismus im Knorpelgewebe werden durch die entste-
henden freien Radikalen (Malda et al. 2003) aufgrund der hohen Sauerstoffkonzentrati-
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on (z. B. 90 %) gehemmt (Lane et al. 1977; O`Driscoll et al. 1997; Lee und Urban 
2002). 
In Bezug auf die Sauerstoffkonditionen waren die Bedingungen in der Pellet-Kultur für 
die Differenzierung von MSCs wahrscheinlich besser geeignet, als in der Membran-
Kultur. 
 
2.2 Material des Zellträgers 
Im Unterschied zur Pellet-Kultur kommen MSCs mit dem Werkstoff der sie tragenden 
Unterlage in der Membran-Kultur in Kontakt. Diese Zellunterlage, eine poröse Memb-
ran, trennt die flüssige Phase (Nährmedium) und die gasförmige Phase (Atmosphäre). 
Da das extrazelluläre Milieu die Entwicklungsfähigkeit von MSCs bestimmt (Watt u. 
Hogan 2000), stellt der Werkstoff dieser Membran, Substratum (Engler et al. 2007) für 
die MSCs eine Matrix dar. Wie am Anfang erwähnt wurde, interagieren auch Moleküle 
der ECM über ihre Rezeptoren mit einer Zelle und steuern zelluläre Prozesse in vivo, 
wie Proliferation und Differenzierung. Die ECM stellt eine natürliche Trägerstruktur für 
die Zellen dar, in der sie wachsen, sich differenzieren und ihre Funktionen erfüllen. In 
der Membran-Kultur erfolgen die Zellproliferation sowie die Differenzierung auf der 
Oberfläche der Membran. Die Eigenschaften der Membran beeinflussen die Differen-
zierung der MSCs über die Elastizität der Membran (Engler et al. 2007). 
Die Elastizität eines Stoffes beeinflusst die Differenzierung von hMSCs, wobei die das 
Gehirn imitierende weiche Matrix neurogen wirkt, während rigide Matrix osteogene 
Auswirkungen auf MSCs hat (Engler et al. 2007). 
In der vorliegenden Untersuchung wurde ein Membranfilter aus Zelluloseacetat als Un-
terlage für das Zellpellet verwendet. Zelluloseacetat ist ein Naturstoff aus modifizierter 
Zellulose und hat folgende Eigenschaften: Möglichkeit für hohe Durchflussraten und 
thermische Stabilität mit geringer Adsorption. 
In dieser Studie konnte in Membran-Kulturen lediglich eine Aggrekan-Expression 
nachgewiesen werden, was auf eine beginnende Differenzierung der hMSCs in Rich-
tung der chondrogenen Linie schließen lässt. Im Gegensatz zur Pellet-Kultur deutet die 
fehlende Expression vom knorpelspezifischen Kollagen Typ II, jedoch auf einen nicht 
erfolgten Abschluss der Differenzierung der hMSCs in der Membran-Kultur hin. 
Das Biomaterial Zelluloseacetat wurde bereits für die Zelldifferenzierungen eingesetzt 
(Nogami et al. 1978; Hanamura et al. 1978; Sato et al. 2005; Han et al. 2006). Das Po-
tential von 3D-Trägerstrukturen aus Zelluloseacetat wurde in Kulturen aus funktionalen 
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Kardiomyozyten untersucht. Dabei zeigte sich, dass Zelluloseacetat das Wachstum von 
Zellen induzierte und die Bildung von Zell-Zell-Kontakten, sowie die elektrische Funk-
tionalität förderte (Entcheva et al. 2004). Die Porosität und Semipermiabilität des Stof-
fes Zelluloseacetat sind ähnlich wie die Funktion von Venen und Arterien (Ye et al. 
2007). Zellwachstum auf einem Kopolimer aus Zelluloseacetat und Zellulosenitrat er-
höhte die Migrationsrate von Osteoprogenitorzellen (Takata et al. 2001). Außerdem 
konnte die Differenzierung von Bindegewebezellen auf einer Membran aus 
Zelluloseacetat unter dem Einfluss von bone morphogenetic protein (BMP) zu Chond-
rozyten durchgeführt werden. Dies konnte anhand des Nachweises der biosynthetischen 
Aktivität der differenzierten Zellen, Glykoseaminoglykane zu synthetisieren, festgestellt 
werden (Takahashi et al. 1986). 
Außer Zelluloseacetat wurde auch Zellulosenitrat zur chondrogenen Differenzierung 
von MSCs verwendet. Zimmermann nutzte einen Membranfilter aus Zellulosenitrat 
(Sartorius, Göttingen, F.R.G.; SM 11307, Porendurchmesser 0,2 µm) für die Differen-
zierung von MSC zu Chondrozyten in Organoid-Kulturen (Zimmermann et al. 1988, 
1990). 
Es gibt auch andere Werkstoffe, aus denen Membranfilter für Zellkulturen hergestellt  
werden, wie z. B. Polyethylenterephthalat (PET) (ThinCert Plate, Greiner Bio-One 
GmbH, Frickenhausen, Deutschland) und Polycarbonate (Transwell, Corning Incorpo-
rated, Amsterdam, Holland). 
In dieser Studie konnte keine chondrogene Differenzierung von hMSCs auf einem 
Zelluloseacetatfilter abgeschlossen werden. Es ist jedoch fraglich, in wie weit das Bio-
material Zelluloseacetat dabei eine Rolle gespielt hat. 
Während die ganze Oberfläche des Pellets in der Pellet-Kultur mit dem Medium direkt 
kontaktiert, befindet sich das Zellpellet in der Membran-Kultur auf einer Membran, 
deren Eigenschaften, wie Material, Porendurchmesser, Porendichte und Porenform die 
Durchflussrate bestimmen.  
Die Diffusion von Partikeln durch eine poröse Membran wird als „Permeabilität“ be-
zeichnet. Da bei der Zellkultivierung eine hohe Permeabilität zweckmäßig ist, ist eine 
geringe Dicke der homogenen porösen Membran erforderlich. 
Die in letzter Zeit entwickelten nanoporösen Membranmaterialien haben durch eine 
dünne Membran im Mikrometer-Bereich hohe Durchflussraten, deswegen können sie 
für die Zellkultivierung im Bereich Tissue Engineering verwendet werden. Als „nano-
poröse Materialien“ werden schaumartige Stoffe aus Keramik, Metall oder Kunststoff, 
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mit einer großen Anzahl von Nanometer großen Poren bezeichnet. Material sowie Her-
stellungsmethode bestimmen den Durchmesser der Poren (Kosinska et al. 2004) und 
somit die Durchflussrate des Membranfilters. 
Unser Membranfilter mit einer Porengröße von 0,2 µm und mit einer Dicke von 120 µm 
ist theoretisch zur Zellkultivierung sowie -differenzierung anwendbar, da Wachstums-
faktoren (Größe: TGF-β 13 kDa, FGF 16-22 kDa) und andere Medienzusätze durch die 
Poren zu den Zellen passieren können (Zimmermann et al. 1988). 
Zudem kann man es an der entfalteten Wirkung auf hMSCs in der vorliegenden Arbeit 
erkennen, da die hMSCs über die dreiwöchige in-vitro-Kultivierung nicht nur lebensfä-
hig blieben, sondern auch Schritte bei der Differenzierung in Richtung der chondroge-
nen Linie durchliefen. Sie sind in der Membran-Kultur synthesefähig geworden, was 
sich auf die nachgewiesene knorpelspezifische Aggrekanexpression zurückführen lässt. 
Dennoch verlief die chondrogene Differenzierung nicht so erfolgreich wie in der Pellet-
Kultur, da Membran-Kulturen kein Kollagen Typ II exprimierten. 
Daraus lässt sich schließen, dass die Permeabilität des in der vorliegenden Arbeit ver-
wendeten Membranfilters ausreicht, um Zellen mit den erforderlichen Nährstoffen zu 
versorgen. Ein Rückschluss auf das Differenzierungsverhalten der hMSCs ist jedoch 
nicht möglich. 
Ein Membranfilter mit denselben Parametern wurde auch in der Organ-Kultur bei der 
Kultivierung von Chondrozyten angewendet (Zimmermann et al. 1988, 1990). 
In der Literatur finden sich verschiedene Membranfilter mit Porendurchmessern von 0,4 
µm und 1,0 µm bei einer Filterdicke von 10 µm (Applikation Guideline, Greiner Bio-
One). In der vorliegenden Arbeit wurde ein Membran-Filter mit einem Porendurchmes-
ser von 0,2 µm und einer Filterdicke von 120 µm verwendet. Ein größerer Porendurch-
messer führt zu einer verbesserten Durchflussrate (Klinke et al. 2005, Gesetz Hegen-
Poiseuille). 
Außerdem beeinflusst die Filterdicke die Durchflussrate, da sie durch eine Verdopplung 
der Filterdicke halbiert wird (Gesetz Hegen-Poiseuille). Deswegen erlaubt eine Filterdi-
cke von 10 µm einen besseren Durchfluss, als die in der vorliegenden Arbeit verwende-
te Filterdicke von 120 µm. 
Zusammenfassend kann man vermuten, dass der in dieser Arbeit verwendete 
Membranfilter aus Zelluloseacetat die Kultivierung ermöglicht, aber Membranfilter mit 
einem größeren Porendurchmesser und dünnerer Filterdicke für die Kultivierung geeig-
neter sind, da sie zu besseren Durchflussraten beitragen. 
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2.3 Einfluss des Metallträgers 
Das Gitter aus nichtrostendem Stahl V4A der Sorte 1.4401 wurde als tragender Bauteil 
in der Membran-Kultur verwendet. Dieser nichtrostende Stahl enthält überwiegend Ei-
sen und die Korrosionsbeständigkeit verbessernde Elemente, nämlich 18 % Chrom, 10 
% Nickel, 2 % Molybdän, 0,07 % Kohlenstoff und 0,11 % Stickstoff. Nichtrostender 
Edelstahl V4A gilt als korrosionsbeständig gegenüber Wasser. Unter der Korrosionsbe-
ständigkeit versteht man die Vermeidung von Wechselwirkungen mit dem umgebenden 
Medium. Die Korrosionsbeständigkeit beruht auf einer selbst gebildeten chromreichen 
Oxidschicht bei ausreichender Sauerstoffmenge. Die Dicke dieser Barriereschicht be-
trägt 1-2 nm und vermindert den Metallaustrag des Stahles ins Medium. 
Der Stahl V4A mit hoher Korrosionsbeständigkeit wird als temporärer Implantatstoff 
verwendet und trägt somit wahrscheinlich nur in geringem Maße zu einer Zellschädi-
gung bei. 
 
2.4 Einfluss des hydrostatischen Drucks 
Mechanische Kräfte regulieren biologische Prozesse sowohl auf Gewebe-, als auch auf 
Zellebene. Die Entwicklung mesenchymaler Gewebe wird durch die mechanische Be-
lastung und abhängig von ihrer Art in eine bestimmte Differenzierungslinie gelenkt. 
In vivo wurde der Einfluss des hydrostatischen Drucks auf Zelldifferenzierungen und 
auf ihre Synthesefunktion beobachtet. Knorpelzellen reagieren auf die Veränderung 
hydrostatischen Drucks und auf Scherkräfte. Auf den hydrostatischen Druck entstehen 
volumetrische Spannungen an Zellen, auf Torsionsspannung entstehen Torsionskräfte 
(Pauwels 1980). Pauwels stellte eine Theorie darüber auf, dass hydrostatischer Druck 
die chondrogene Differenzierung begünstigt. Auch die endochondrale Ossifikation er-
folgt unter komprimierendem Druck von 0,15 MPa (Claes et al. 1999). 
Mechanische Faktoren spielen bei der Differenzierung von MSCs zu Chondrozyten eine 
Rolle (Smith et al. 2000; Matsuda et al. 2003; Jung et al. 2008; Furukawa et al. 2008). 
Sie unterstützen die chondrogene Differenzierung von Stammzellen und führten zur 
Ausbildung von qualitativ hochwertigen Gewebe (Schumann et al. 2006). Die Entste-
hung eines druckelastischen Knorpelgewebestücks wird dadurch erreicht, dass eine ge-
webespezifische mechanische Stimulation das entstehende Gewebe konditioniert (Alt-
man et al. 2002). 
In der vorliegenden Arbeit betrug der komprimierende Druck im Röhrchen der Pellet-
Kultur 98,10 Pa. Der hydrostatische Druck wurde nach dem Pascalschen Gesetz be-
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rechnet: p (h) = p * g * h: hydrostatischer Druck als Funktion der Wasserhöhe (p (h)) - p 
= Pa; Erdschwerebeschleunigung (g) - 9,81  m/s; Wasserdichte (ρ) - 1000 kg/m³; Höhe 
der Flüssigkeitssäule (h) - 0,01 m. 
Die chondrogene Differenzierung von hMSCs lief unter diesen Bedingungen erfolgrei-
cher. Dass der gering komprimierende Druck in Pellet-Kulturen zur chondrogenen Dif-
ferenzierung hätte beitragen können, lässt sich zwar nicht widerlegen, ist jedoch sehr 
fraglich. 
 
2.5 Einfluss der Zellpassage 
Eine Zunahme der Zellpassagen geht bei hMSCs mit der Abnahme des Differenzie-
rungspotentials der Zellen einher. Dieses Phänomen des Verlustes des Differenzie-
rungspotentials ist durch Zellalterung, Seneszenz, bedingt (Pazolli et al. 2008). Sie wur-
de als Hayflick limit bezeichnetes Phänomen beschrieben (Hayflick und Moorhead 
1961). Das Merkmal der Zellalterung ist, wenn Zellen selbst unter mitosestimulierenden 
Faktoren nicht mehr fähig sind, sich zu teilen. Eine der Hypothesen der Ursache stellt 
die Kürzung der Chromosomenden mit der Zahl der Replikationen der DNA dar 
(Allsopp et al. 1992), die mit der Zellalterung korreliert, die replikative Seneszenz 
(Hayflick 1985; Bodnar et al. 1998). Hierbei entstehen biochemische sowie physiologi-
sche Modifikationen von DNA (Kil et al. 2006) und dem intrazellulären Transport 
(Benvenuti et al. 2002). Das Differenzierungspotential von MSCs verringert sich mit 
jeder weiteren Passage. MSCs weisen ab der fünften Passage eine reduzierte Differen-
zierbarkeit in vitro auf (Pittenger et al. 1999). 
In der vorliegenden Arbeit wurden hMSC der siebten Zellpassage in zwei Kultursyste-
men in Richtung der chondrogenen Linie differenziert. Dabei zeigte sich, dass die Pel-
let-Kulturen beide knorpelspezifische Markermoleküle Kollagen Typ II und Aggrekan 
exprimierten, währenddessen exprimierte die Membran-Kultur nur Aggrekan. 
Damit konnte gezeigt werden, dass hMSCs in der siebten Passage noch in der Lage 
sind, in Richtung der chondrogenen Linie in vitro in hochdichten Kulturen differenziert 
zu werden. Die erfolgreichere chondrogene Differenzierung von hMSCs ist in niedrige-
ren Passagen hochdichter Kulturen zu erwarten. So exprimierten die in Richtung der 
chondrogenen Linie differenzierten hMSCs in Passage fünf COL2A1 in der Pellet Kul-
tur stärker, als in der Membran-Kultur (Wagner-Mayer et al. 2010). 
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2.6 Einfluss von Wachstumsfaktoren 
Wachstumsfaktoren sind Signalmoleküle, bei denen es sich um Proteine handelt. Der 
Wirkmechanismus von Wachstumsfaktoren wird über Rezeptoren aus dem extrazellulä-
ren Raum durch die Aktivierung einer Kaskade von intrazellulären Proteinen in den 
Zellkern übertragen (Baird und Böhlen 1985; Zurfluh et al. 1990). Hier werden be-
stimmte Gene aktiviert und Abläufe wie die Chondrogenese geregelt. Über die intrazel-
lulären Proteine eines Signalweges beeinflussen sie sich gegenseitig entweder synergis-
tisch oder antagonistisch. 
Wachstumsfaktoren werden bei der in-vivo-Chondrogenese durch MSCs selbst syntheti-
siert. Wie in Abb. 27 zu sehen ist, regeln die von MSCs synthetisierten unterschiedli-
chen Wachstumsfaktoren die chondrogene in-vivo-Differenzierung von MSCs. FGF 
induziert sowohl die Zellteilung als auch die Vaskularisation (Baird 1994). Für die 
Chondrogenese sind u.a. FGF (Ornitz et al. 2002) und TGF-ß Wachstumsfaktoren ent-
scheidend (Mehlhorn et al. 2006;Lorda-Diez et al. 2009). Während FGF das Zellwachs-
tum steuert und somit die MSCs in Richtung der chondrogenen Linie vordifferenziert, 
induzieren TFG-β und bone morphogenic protein (BMP)-2 die Synthese der Matrixpro-


















Abb. 27: Die chondrogene Wachstumsplatte mit den regulierenden Faktoren (Kaschte 2007) 
 
Dass die in-vitro-Chondrogenese ohne Zugabe von Wachstumsfaktoren nicht erfolgt, 
konnte in diesem Versuch bestätigt werden. Die ohne die Zugabe von Wachstumsfakto-
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ren kultivierten Zellkulturen zeigten kein chondrogenes Genexpressionsmuster und kei-
ne Synthese von knorpelspezifischen Komponenten der ECM auf. Die Zellpopulation 
konnte durch den Mangel an Wachstumsfaktoren entweder apoptotisch geworden sein 
(Wyllie 1980), oder auch in die reversible G0-Phase, in das Ruhestadium oder in die so 
genannte quieszenze, versetzt worden sein (Pardee 1989). 
Die Differenzierung von hMSCs in Richtung der chondrogenen Linie der in der Passage 
6 durch bFGF vorstimulierten und dann unter Zugabe von TGF-β3 in Passage sieben 
über 3 Wochen in der hochdichten Kultur differenzierten Zellen erzielte bessere Ergeb-
nisse in der Pellet-Kultur, als in der Membran-Kultur. 
Der starke mitogene Effekt von FGF (Gospadorowicz et al. 1982) zur Stimulation der 
Proliferation von MSCs in Monolayer Kultur bei der Zellvermehrung wurde bestätigt. 
Eine höhere Proliferationsrate durch FGF führte auch zur höheren Proteoglykansynthese 
(Slobodianski 2006). Auch in dieser Arbeit exprimierten die ohne FGF vermehrten Zel-
len in der Pellet-Kultur geringere Mengen an Aggrekan. 
In Membran-Kulturen war die Aggrekan-Expression durch die FGF Vorstimulation 
ebenfalls beeinflusst. Die vorstimulierten Membran-Kulturen exprimierten mehr 
Aggrekan als die nicht vorstimulierten. 
TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3 gehören zur großen Familie von Wachstumsfaktoren „trans-
forming growth faktors“ (TGFs) (Massague et al. 1990). Zum ersten Mal wurde TGF-β 
als ein das Wachstum von Fibroblasten stimulierender Stoff beschrieben (Roberts et al. 
1981). Die Wirkung von TGF-β hängt vom Zelltyp ab (Stalinska et al. 2005). TGF-β 
regelt unterschiedliche Abläufe in Zellen, z. B., neurotrophe Funktionen (Brionne et al. 
2003) und Wachstum (Krieglstein et al. 1998), antiproliferative Wirkung (Close et al. 
2005), differenzierende Wirkung (Falk et al. 2008) und Synthesefunktionen (van Osch 
et al. 2001). 
TGFs regulieren die Entwicklung des knorpeligen Skeletts während der Embryogenese 
(Kawaguchi et al. 2005). Außerdem konnte eine stabilisierende Wirkung von TGFs für 
Knorpel gezeigt werden (Böhme et al. 1995), da der Anteil an Proteoglykanen ohne 
TGFs abnahm (Lee et al. 2004). FGF und die Konzentration von TGF-β regulieren unter 
anderem die Expression und die Sezernierung von TGF-β (Ruscetti et al. 2005). 
TGF-β3 stellt einen potentiellen chondrogenen Faktor während der Differenzierung der 
MSCs dar und eine hohe Expression findet in der proliferativen Zone der knorpeligen 
Wachstumsplatte statt (Matsunaga et al. 1999). Angesichts der Beteiligung an der in-
vivo-Chondrogenese wird TGF-β3 in 2D- und 3D-Kultur bei der in-vitro-Chondrogenese 
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von MSCs für Tissue Engineering eingesetzt (Pittenger et al. 1999; Alhadlaq et al. 
2004, 2005). Bei der gesteuerten Stimulation der kontinuierlichen chondrogenen Diffe-
renzierung von MSCs durch TGF-β3 mittels PLGA-Mikrosphären wird eine Konzentra-
tion von 10 ng/ml TGF-β3 zur chondrogenen Differenzierung von MSCs verwendet 
(Moioli et al. 2007). 
Bei Untersuchungen der Effekte von Mitgliedern der TGF-β und BMP Familie (TGF-
β1, TGF-β2, TGF-β3 und BMP-2) auf die chondrogene Differenzierung in vitro ergab 
sich, dass TGF-β3 und BMP-2 eine Zunahme von extrazellulären Molekülen in Mikro-
masskulturen bewirken (Roark et al.1994). 
TGF-β3 ist ein häufig verwendeter Wachstumsfaktor für die chondrogene Differenzie-
rung von MSCs. Mit TGF-β3 und Dexamethason in Richtung der chondrogenen Linie 
differenzierte MSCs exprimierten knopelspezifische Moleküle, wie Kollagen Typ II und 
Aggrekan, in der Pellet-Kultur (Niemeyer et al. 2004; Chen et al. 2005; Derfoul et al. 
2006). Dabei konnte gezeigt werden, dass TGF-β3 die Expression von Kollagen Typ II 
stärker induzierte, als die Expression vom Kollagen Typ I (Slobodianski 2006; Im et al. 
2006). Außerdem konnte eine Wirkung von TGF-β3 auf die Expression von Proteogly-
kanen gezeigt werden (Indrawattana et al. 2004). 
Die früheren Ergebnisse stimmen mit Ergebnissen der vorliegenden Arbeit überein. Die 
Zugabe von TGF-β3 während der Differenzierung von mit bFGF vorstimulierten 
hMSCs in der Passage 7 führte zur Expression vom Kollagen Typ II und Aggrekan in 
der Pellet-Kultur. Nicht vorstimulierte Kulturen, die während der Differenzierung mit 
bFGF zusammen mit TGF-β3 differenziert wurden, exprimierten nur das Matrixprotein 
Aggrekan und kein Kollagen Typ II. Auch die gleichzeitige Zugabe von FGF und TGF-
β3 während der Differenzierung erwies sich nicht als sinnvoll. Während bFGF die Zel-
len zur Mitose stimuliert, regt TGF-β3 die Zellen zur chondrogenen Differenzierung an. 
Es ist bekannt, dass TGF-β3 einer der wichtigsten Faktoren der chondrogenen Differen-
zierung von MSCs und der Bildung der ECM darstellt (Indrawattana et al. 2004; Chen 
et al. 2005; Zhang et al. 2006). Zudem arretiert TGF-β3 den Zellzyklus sowohl direkt 
durch die Induktion der Expression von Cyclin dependent kinase inhibitors (CDKIs) 
(Massague et al. 2000), als auch indirekt durch die Antagonisierung des mitogenen Ef-
fektes von FGF (Hunter et al. 1993; Vergeli et al. 1995). 
FGFs förderten aber auch den Beginn der hypertrophen Differenzierung, indem sie das 
Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) / Indian hedgehog (Ihh) System inhibier-
ten (Dailey et al. 2003; Vortkamp 2003). PTHrP und Ihh sind Signalmoleküle der 
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Rückkoppelungsschleife, mit deren Hilfe die negative Regulation der Chondrogenese 
stattfindet, somit werden Chodrozyten nicht hypertroph. 
Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Zugabe von FGF während der Proliferation für die 
chondrogene Vordifferenzierung von hMSCs mit der nachfolgenden Zugabe von TGF-
β3 während der Differenzierung von hMSCs in Richtung der chondrogenen Linie in 
hochdichten 3D-Kulturen zu den besten Ergebnissen bezüglich chondrogenem Potential 
der Kulturen führte. 
 
2.7 Hypertrophie der hMSCs  
Artikuläre Chondrozyten erreichen den hypertrophen Zustand bei der Chondrogenese in 
vivo aufgrund der negativen Regulation nicht (Lanske et al. 1996; Girkontaite et al. 
1996). 
Die negative Regulation der Einleitung der hypertrophen Differenzierung wird von zwei 
sezernierten Signalfaktoren Indian hedgehog (Ihh) sowie Parathyroid hormone-related 
peptide (PTHrP) durchgeführt. Der erste von prähypertrophen Chondrozyten sezernierte 
Signalfaktor Ihh induziert die Expression von PTHrP in proliferierenden Chondrozyten. 
Die PTHrP-Expression führt dazu, dass die proliferierenden Chondrozyten ihren Diffe-
renzierungszustand beibehalten (Vortkamp 2003; Weiss et al. 2010). 
In dieser Unteruschung durchliefen hMSCs Differenzierungsstufen bis zum 
hypertrophen Zustand. Es wurde Hypertrophiemarker COL10A1 auf mRNA-Ebene in 
beiden Kulturformen detektiert, wobei die Membran-Kultur mehr Kollagen Typ X 
synthetisierte, als die Pellet-Kultur. 
Dieser Fakt macht darauf aufmerksam, dass die negative Regulation bei der 
Durchführung der in-vitro-Differenzierung von hMSCs fehlt. Die Erkenntnisse über die 
negative Steuerung (Vortkamp et al. 1996) während der in-vivo-Entwicklung von MSCs 
zu artikulären Chondrozyten in die Durchführung der Differenzierung von MSCs zu 
artikulären Chondrozyten in vitro umzusetzen, ist bisher nicht gelungen. 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass beim Vergleich der beiden Kulturen die 
Differenzierung von adulten hMSCs in der Passage 7 in Pellet-Kulturen erfolgreicher 
durchgeführt werden konnte, als in Membran-Kulturen. 
Die dafür in Frage kommenden Erklärungen, wie Sauerstoffkondition, Wechselwirkung 
zwischen Substrat-Zelle, hydrostatischer Druck sowie die Anzahl der Zellpassagen, 
wurden diskutiert. 
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Neben den verwendeten Kulturtechniken, um chondrogene in-vitro-Differenzierungen 
durchzuführen, existiert eine Reihe anderer Kulturtechniken. Sie umfassen andere 
Kulturkonditionen und Differenzierungsfaktoren. In submersed Kulturen (Kim et al. 
2009), wie z. B. Transwel Kulturen (Murdoch et al. 2007), werden Zellen vom Medium 
bedeckt auf einer Membran kultiviert. Der chondrogenen Differenzierung kommt hier 
sowohl das Substrat, als auch der hydrostatische Druck zugute. Eine Konditionierung 
des Mediums in dem kultivierten Gewebe mit autokrinen Wachstumsfaktoren wird 
ermöglicht. Durch diese Faktoren verbessert sich die Gewebequalität. In dynamischen 
Kulturen bewirkt der dynamische Druck noch stärkere chondroinduktive Wirkungen auf 
mesenchymale Stammzellen (Hodge et al. 1986). Der zyklische Druck ist dabei, 
bezogen auf die Proteoglykansynthese, dem statischen überlegen (Uchio et al. 2000) 
und induziert eine Chondrogenese in humanen adipösen Progenitorzellen im Vergleich 
zur Wirkung von atmosphärem Druck (Ogawa et al. 2009). Auch die Redifferenzierung 
von dedifferenzierten Chondrozyten und die Ausbildung der extrazellulären Matrix 
funktioniert in dynamischen Zellkulturen im Vergleich zu statischen Zellkulturen mit 
besseren Ergebnissen (Furukawa et al. 2007) und führt zu einer Verringerung der 
Kollagen Typ I-Expression (Akmal et al. 2006). 
Die gegenwärtigen Fortschritte in der Entwicklung von Kulturtechniken für die chond-
rogene Differenzierung von Stammzellen sind eine gute Grundlage für die zukünftige 
Möglichkeit, Knorpelgewebe in vitro herzustellen. 
 






Aufgrund der Zunahme an Gelenkerkrankungen wie Arthrose besteht ein steigender 
Bedarf an rekonstruktiven Maßnahmen mit dem Versuch der Herstellung knorpelartigen 
Gewebes. Der hyaline Gelenkknorpel ist durch die spezifischen Knorpelzellen, aber 
auch durch den Aufbau der ECM charakterisiert, die die Stützfunktion gewährleistet. 
Proteoglykane und Kollagen Typ II garantieren die Druck- und Zugfestigkeit der Matrix 
und werden von Chondrozyten synthetisiert. 
Die Herausforderung besteht nicht nur in der Differenzierung von Chondrozyten, son-
dern auch in der Erschaffung einer funktionellen Matrix. Daneben wird versucht, eine 
optimale Steuerung der in-vitro-Differenzierung unter Umgehung der Hypertrophie und 
Aufrechterhaltung des chondrogenen Phänotyps zu erzielen. 
Ziel dieser Arbeit war es, eine Kulturform zu untersuchen, die auf hochdichten Zellkul-
turen basiert, in denen differenzierte Zellen eine autologe Matrix hervorbringen. Die 
Membran-Kulturen wurden mit herkömmlichen Pellet-Kulturen verglichen und unter 
dem Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf ihr chondrogenes Potential unter-
sucht. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die in-vitro-Differenzierung von hMSCs in Passage 7 
in Richtung der chondrogenen Linie in hochdichten 3D-Zellkulturen an der Luft-
Medium-Interphase (Membran-Kultur) und im Medium (Pellet-Kultur) verglichen. 
Hierbei wurden unterschiedliche Wachstumsfaktoren verwendet. Die Kulturen wurden 
teilweise mit FGF vorstimuliert und dann mit den Wachstumsfaktoren FGF und TGF-β3 
oder der Kombination über drei Wochen differenziert. Undifferenzierte Kulturen wur-
den als Kontrollen verwendet.  
Danach wurden die Kulturen auf ihr Genexpressionsmuster mittels Real-Time PCR 
(Kollagen Typ II und Aggrekan, Kollagen Typ X und Kollagen Typ I) untersucht. Die 
Kulturen wurden histologisch und immunhistologisch auf knorpelspezifische Marker 
(Aggrekan, Kollagen Typ II) analysiert. 
Es konnte gezeigt werden, dass die Differenzierung der hMSCs in Passage 7 in Pellet-
Kulturen ein höheres chondrogenes Differenzierungspotential aufwies, als die nur teil-
weise erfolgte Differenzeirung in Membran-Kulturen. Dies ließ sich aus der nachgewie-
senen Expression von Kollagen Typ II in Pellet-Kulturen sowohl quantitativ auf 




mRNA-Ebene (Real-Time PCR) als auch histologisch erschließen. Währenddessen ex-
primierten Membran-Kulturen kein Kollagen Typ II. Außerdem zeigten sie eine gerin-
gere Expression von Aggrekan. 
Das führt zur Aufstellung der Hypothese, dass die Bedingungen im Medium (Pellet-
Kultur) die Differenzierung von hMSCs in Passage 7 in Richtung der chondrogenen 
Linie besser unterstützen, als die Bedingungen der Membran-Kultur. Mögliche Ursa-
chen für die Unterschiede bei der chondrogenen Differenzierung könnten aus dem Ein-
fluss des Sauerstoffs an der Oberfläche der Kulturen resultieren. 
Obwohl inmitten des Pellets auch sauerstoffarme Bedingungen herrschen, führt die 
Membran-Kultur nicht zum Abschluss der chondrogenen Differenzierung von MSCs. 
Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere Faktoren, wie der hydrostati-
sche Druck und die Diffusionskapazität der Wachstumsfaktoren, die Chondrogenese 
beeinflussen können.  
Zusammenfassend kommt die Technik Membran-Kultur für die weiteren Versuche bei 
der chondrogenen Differenzierung von MSCs in Frage, falls sie bezüglich der chondro-
genen Bedingungen modifiziert wird. Zum Beispiel, Herstellung von sauerstoffarmen 
Situation an der Oberfläche der Zellkultur und vom dynamischen hydrostatischen Druck 
könnte das chondrogene Potential der Technik Membran-Kultur erhöhen. 
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